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INTRODUCCION

L. FACTORES GUIA Y SU FUNCION EN NAVEGACION NEURONAL DURANTE EL
DESARROLLO

1. INTRODUCCION

Durante el desarrollo, la guia de neuronas y axones resulta esencial para conseguir una
organizacion celular ordenada y una red de conexiones nerviosas especifica, dos rasgos que definen al
sistema nervioso adulto. Las neuronas son generadas en regiones proliferativas concretas, para luego
migrar hasta su destino basicamente segun dos mecanismos: por migracion radial, como ocurre en la
corteza cerebral, donde las neuronas recién generadas en la zona proliferativa ventricular se desplazan
en el plano radial siguiendo fibras gliales; o por migracion tangencial, como las interneuronas originadas
en regiones subcorticales y destinadas a la corteza e hipocampo, que migran hasta alli en un plano
tangencial a la superficie cerebral y siguiendo distintas trayectorias, alguna de las cuales coincide con la
de axones corticofugales (para mas informacién sobre modos y mecanismos de migracion neuronal, ver
(Lambert de Rouvroit y Goffinet, 2001; Marin y Rubenstein, 2003). Una vez alcanzan su posicion
definitiva, o incluso antes de llegar a ella, las neuronas empiezan a emitir un conjunto de dendritas
caracteristico de su fenotipo, y un axén que se extiende a través de rutas determinadas para contactar
especificamente con su neurona diana. Tanto la migracion de la neurona como la de su axon es dirigida
por el mismo grupo de factores guia, familias de proteinas secretables o asociadas a membrana que
estimulan en la neurona y en el axén en movimiento vias de sefializacion también similares (Song y Poo,
2001).

Figura 1. El cono de crecimiento

lzquierda: imagen obtenida por
microscopia electronica de barrido, que
muestra una neurona en cultivo extendiendo
un axon con el cono de crecimiento en su
extremo (fotogratia de Ken Balazovich,
laboratorio de la Dra Tosney, Universidad de
Michigan)

Derecha: portada de la revista
Journal of Cell Biology, 157 (5), Mayo 2002.
La imagen muestra un cono de crecimiento
axonal, con sus haces de actina en verde y sus
microtubulos en rojo (Zhou et al., 2002)

1.2.1. Definicién de factor guia

Al igual que otros tipos celulares, las neuronas siguen tres pasos basicos en el proceso de
migracion: en primer lugar, la extension de su extremo de avance (leading edge), seguido de la
translocacion del soma neuronal a lo largo de la extension del extremo anterior (proceso que recibe el
nombre de nucleoquinesis), y por ultimo la retracciéon de su extremo posterior (failing process) (Lambert
de Rouvroit y Goffinet, 2001). El extremo de avance de una neurona migrante tiene mucho en comin
con el cono de crecimiento, situado en el extremo distal del ax6n en migracion. Ambas estructuras son
responsables de decidir sobre la direccidon a seguir por parte de la neurona y el axon, y para ello exploran
el medio que les rodea mediante la proyeccidn en su periferia de dos tipos de expansiones del citoplasma
y la membrana plasmatica adyacente: lamelipodios, de forma laminar que contienen redes de filamentos
de actina, y filopodios, estructuras alargadas y tensas formadas por haces de filamentos de actina que
testan continuamente el medio externo (Huber et al., 2003; Lambert de Rouvroit y Goffinet, 2001;
Tamagnone y Comoglio, 2004). A través de filopodios y lamelipodios el extremo de avance neuronal y
el cono de crecimiento axonal reciben sefiales de distinta indole, que al ser integradas e interpretadas les
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permiten decidir sobre la direccion a tomar; dichas sefiales son proporcionadas por los llamados factores
guia.
Definicion de factor guia. Un factor guia en navegacién neuronal cumple con los siguientes
puntos:
1) se expresa o sintetiza in vivo en el momento y lugar adecuados para influir sobre la migracion o
extension axonal de una poblacion neuronal concreta, aportando basicamente estimulos de dos
naturalezas distintas: permisivos y atractivos, o bien inhibitorios y repulsivos;

2) la reduccion o supresion del factor in vivo produce alteraciones en la migracién neuronal o
extension axonal de dicha poblacion;
3) tiene actividad quimiotactica in vitro, o sea, induce el movimiento del axén o neurona hacia la

fuente del factor guia (quimioatraccion) o lejos de ella (quimiorepulsion) (Song y Poo, 2001;
Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).

Figura 2. Mecanismos de accion de
factores guia.

Los factores guia influyen
en la navegacion axonal (y también
en la migraciéon neuronal) aportando
estimulos de dos naturalezas
distintas: positivos o atractivos
(representados  en  verde), 'y
negativos [ repulsivos
(representados en rojo). Se pueden
diferenciar tres mecanismos distintos
promocién  €n la accién de factores guia en

atraccion
de largo alcance

= o 8 del crecimiento axomes y neuronas: a) atraccion o
repulsion de corto alcance o de
- - N - contacto, que permite, por ejemplo,
5 & = la fasciculacion axonal formando
dc‘l’lupso haces de fibras nerviosas, y la
sLoone defasciculacion selectiva de dichos

& de crecimiento
repulsion por contacto haces en puntos concretos; b)

(defasciculacion) atraccion o repulsion de largo
alcance, que permite dirigir al axén
o neurona hacia la regién diana o
evitar la invasion de regiones
inapropiadas; c¢) estimulacién del
crecimiento axonal o colapso del
cono de crecimiento, acciones que
generan el avance o la detencion del
cono de crecimiento sin implicar
direccionalidad.

repulsion
de largo alcance

1.2.2. Modos de actuacion de factores guia

En lineas generales, los factores guia pueden funcionar de distintos modos (figura 2):

1) pueden actuar simplemente como factores permisivos o restrictivos para la migracion neuronal o
la extension axonal, sin aportar informacion posicional o direccional; es el caso de moléculas de
adhesion celular (CAM), especialmente aquellas pertenecientes a la superfamilia de las
immunoglobulinas, que resultan esenciales para la fasciculacion axonal (Song y Poo, 2001);

2) pueden aportar informacion posicional, como en el caso del sistema Efrinas-Eph en la conexion
retinotectal (Martinez y Soriano, 2005), o Reelina en la migracion radial de las células de Purkinje en el
cerebelo (Miyata et al., 1996; Miyata et al., 1997), donde el factor guia parece mas bien actuar como una
sefal de detencion para neuronas o axones en movimiento, sin indicar la direccion a seguir; sin embargo,
algunos factores guia también pueden servir como sefiales direccionales: Reelina presente de forma
ectopica en la zona ventricular del cerebelo atrae a células de Purkinje, que se acumulan en esa zona
(Miyata et al., 1997).

3) pueden aportar informacion direccional, distribuyéndose en forma de gradientes de
concentracion que atraen o repelen neuronas o axones, y en ocasiones actuan bifuncionalmente:
atractivos en un evento de navegacion concreto, y repulsivos en otro (Song y Poo, 2001). Es el caso de
Netrinal que, expresada en la linea media, atrae axones comisurales y neuronas de los nucleos



Introduccion 11

precerebelares, y al mismo tiempo repele axones trocleares (Alcantara et al., 2000; Colamarino y
Tessier-Lavigne, 1995). Los gradientes de concentracion pueden ser de dos tipos: los formados por
factores solubles, que una vez secretados difunden por el espacio extracelular y forman gradientes de
largo alcance, o bien los formados por factores que permanecen asociados a las membranas celulares o a
la matriz extracelular, formando gradientes de corto alcance que funcionan mediante mecanismos de
contacto (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Se ha demostrado in vitro que varias proteinas secretables
forman gradientes de largo alcance que producen la reorientacion del axén, como Netrinal, Sema3A, o
las neurotrofinas BDNF y NGF (Song et al., 1998); sin embargo, no esta claro si los factores secretables
in vivo difunden en el espacio extracelular, o bien quedan unidos a la superficie celular o a la matriz
extracelular (Song y Poo, 2001).

1.2.3.  Comportamiento neuronal ante un factor guia

Se ha descrito una secuencia de
eventos que ocurren en el cono de
crecimiento axonal (y muy probablemente,
también en el extremo de avance de la
neurona en migracion) tras el encuentro con
un factor guia distribuido en gradiente de
concentracion:

1) Deteccion del gradiente del factor
guia, mediante la ocupacion desigual de su
receptor especifico en la superficie del cono
de crecimiento, que se traduce primero en un
débil gradiente de activacion del receptor, y
luego en el agrupamiento de varias
moléculas de receptor y/o de sus efectores
citosolicos, iniciandose asi una o varias vias
de sefializacion intracelular.

2) Amplificacion de la sefial inicial. El
agrupamiento inicial de receptores y/o
efectores especificamente en una zona del
cono de crecimiento (alli donde se detecto el
gradiente de factor guia) desencadena el
reclutamiento y concentracion en esa misma
zona de mas intermediarios de la cascada de
sefializacion, y la consiguiente deplecion de
dichos intermediarios en el resto del cono;
finalmente, la amplificacion de la sefal
intracelular termina en la concentracion y
ensamblaje de moléculas de actina en un
lado del cono de crecimiento segin una
orientacion determinada, por donde se

Figura. 3. Las semaforinas repelen al cono de crecimiento axonal.

En el extremo del cono de crecimiento en contacto con
semaforinas presentes en células vecinas (como Semad4D en
oligodendrocitos) o solubles (como Sema3A), se inician las vias de
seflalizacion mediadas por plexinas, que en ultima instancia producen la

inhibicion del crecimiento axonal. Al mismo tiempo, en el lado opuesto
del cono de crecimiento (donde no hay semaforina), se produce un
aumento de la unién a la matriz extracelular mediada por integrinas que
facilita el crecimiento. Existe por lo tanto un crecimiento desigual en

forman nuevas prolongaciones membranosas
(filopodios, lamelipodios) que lideran Ia
extension del axon en la nueva direccion
(figura 3).

ambos lados del cono axonal, que causa un cambio de direccion en ., )
contra de la fuente de semaforina (adaptado de Kruger et al., 2005 3) Aa’apmczon al gradlente de factor

guia. Una vez detectado el factor guia y tras

la respuesta inicial (atraccion/repulsion), el
cono de crecimiento reajusta su sensibilidad hacia el factor guia mediante un mecanismo llamado
adaptacion, que consiste en un ciclo de desensibilizacion y posterior resensibilizacion del cono de
crecimiento hacia las distintas concentraciones del gradiente del factor guia. Tras cada ciclo de
adaptacion, el axon avanza ascendiendo (atraccion) o descendiendo (repulsion) el gradiente del factor
guia (Song y Poo, 2001). Mediante el proceso de adaptacion, el cono de crecimiento puede, por ejemplo,
responder a concentraciones crecientes del factor sin alcanzar la saturacion (figura 4). Las dos fases del
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proceso (desensibilizacion/resensibilizacion) son especificas de ligando, lo que significa que el cono de
crecimiento puede ajustarse a concentraciones crecientes de un factor guia sin que cambie su
sensibilidad ante un factor guia distinto o de distinto grupo (ver siguiente parrafo) (Ming et al., 2002;
Piper et al., 2005). La fase de desensibilizacion depende de la endocitosis del receptor especifico del
factor guia, mientras que la fase de resensibilizacion requiere actividad de quinasas MAPK vy sintesis
proteica a nivel local (en el cono de crecimiento, de forma independiente del soma neuronal (Campbell y
Holt, 2001; Ming et al., 2002; Piper et al., 2005).

1.2.4. Tipos de factores guia segtin sus vias de sefializacion

La union del factor guia a su receptor especifico desencadena la activacion de vias de
sefializacion también especificas que, en ultima instancia, inducen en la neurona un comportamiento
determinado (atraccion/repulsion). El enlace entre el receptor y las vias de sefializacion intracelular lo
proporcionan elementos que actuan como mediadores en la transduccion de la sefial del factor guia en el
citosol neuronal, y que en general cumplen con tres requisitos:

1) la alteracion de su funcion produce un cambio en el comportamiento neuronal hacia el factor
guia;

2) son activados en presencia del factor guia (generalmente por unidén de éste a su receptor
especifico);

3) la exposicion de la neurona al factor guia produce en ésta un gradiente de su actividad desde el

lugar inicial de activacion (que acostumbra a estar cerca del receptor) (Song y Poo, 2001).

Actualmente existen dos grupos de factores con actividad quimiotactica (entre los que se
incluyen aquellos con funciones de guia axonal y neuronal durante el desarrollo), que se caracterizan por
inducir en la célula vias de sefializacion distintas, mutuamente excluyentes: en el grupo I, al que
pertenecen Netrinal, BDNF, NGF, MAG y Ach, la sefalizacion intracelular es dependiente de la
actividad de PKA (dependiente de cAMP), PI3K, PLC-y, quinasa dependiente de Calmodulina-Ca+2
(CaMKII) y Calcineurina (CaN), asi como de los niveles de cAMP y Ca+2. El grupo I, que incluye
Sema3A y NT-3, desencadena una respuesta intracelular que es independiente de la actividad de PI3K y
de los niveles de cAMP y Ca+2, pero esta regulada por cGMP y PKG (dependiente de cGMP) (Ming et
al., 1999; Song et al., 1998; Song y Poo, 1999).

Figura. 4. Adaptacion del cono de
crecimiento a un gradiente de
Netrinal

El cono de crecimiento es
atraido hacia la fuente de Netrinal
(esquina superior derecha), ascendiendo
el gradiente del factor quimiotactico
mediante una trayectoria en zig-zag que
refleja  ciclos  consecutivos  de

.
. desensibilizacion y resensibilizacion.
- Las flechas en el dibujo indican puntos
. de inflexion en la trayectoria durante el
~ b _— proceso de adaptacion del axon
(adaptado de Ming et al., 2002).

Aquellos factores quimiotacticos pertenecientes al mismo grupo comparten las mismas vias de
sefializacion; por lo tanto, la presencia en concentracidon homogénea de uno de ellos puede desensibilizar
al cono de crecimiento ante un gradiente de otro factor del mismo grupo, lo que inhibe la respuesta del
cono ante el gradiente. Sin embargo, la desensibilizacion del cono no se produce entre factores guia de
grupos distintos, ya que éstos no comparten la misma sefializacion intracelular (Ming et al., 1999; Ming
et al., 2002; Piper et al., 2005).

1.2.5. Mediadores en la senal del factor guia

Mediadores comunes a diversos factores guia en la neurona incluyen, entre otros, segundos
mensajeros como el calcio, los distintos productos de la actividad de la quinasa PI3K o nucleotidos
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ciclicos, y también las pequenas GTPasas de la familia Rho, que constituyen piezas esenciales en la
regulacion del citoesqueleto neuronal (Song y Poo, 2001).

Calcio. Algunos factores guia, como Netrinal o Ach, inducen tras su uniéon a su receptor
especifico un aumento en el nivel de Ca+2 intracelular, provinente del medio extracelular y de los
almacenes internos celulares (reticulo endoplasmatico), en neuronas y conos de crecimiento axonales, y
al menos en estos ultimos se han detectado gradientes de Ca+2 momentaneos a través del citosol (figura
5). Ca+2 influye en numerosas vias de transduccion neuronales, a menudo a través de su unién a
Calmodulina (Song y Poo, 2001).

PI3K. La quinasa PI3K fosforila el fosfolipido minoritario de la membrana plasmatica fosfatidil

inositol (PI), dando lugar a diversas
Figura 5. Sefializacion de factores  formas, fosforiladas como minimo en
guia dependiente de Car+2. la posicion 3 del anillo inositol: PI3P,

La union de BDNF vy
Netrinal a sus respectivos receptores PI(3,4)P2, PI(3,5)P2, PI(3,4,5)P3.
TrkB y Dcc induce la activacion de ] ag moléculas de fosfatidil-inositol
PLC, que hidroliza PIP2 en DAG y fosforilad . ,
IP3. La unién de IP3 a receptores IP3 osloriia 'as' unen y activan proteinas
estimula la liberacién de Ca+2 de los  con dominios especificos (entre los
depositos  internos (reticulo oye se encuentra el dominio PH),
endoplasmatico). El aumento del nivel , ..
de Cat2 activa canales TRP, que reclutandolas en distintas membranas
permiten la entrada de Cat2 y Nat+2,  celulares y participando asi en

ety . .

aumentando asf el nivel de Ca+2 lo ), naragag funciones celulares, como
suficiente como para activar canales de R . L
Cat2  dependientes de voltsje ~ crecimiento celular, proliferacion,
(VDCC), lo que aumenta el flujo de Jocomocidn o supervivencia. Uno de
entrada de Ca+2 y, en consecuencia, el 1 incipal f de PI3K

nivel de Ca+2 intracelular (Wang y 0s principa e; efectores de s
Poo, 2005). Si estas vias de PKB, también llamada  Akt,
seflalizacion dependientes de Ca+2 son implicada en el metabolismo y la

inducidas de forma desproporcionada . R ,
en un lado del cono de crecimiento, supervivencia de la Celula: y que

Effectors

g O BONF como ocurre cuando éste encuentraun  resulta necesaria para la quimiotaxis
gradiente de Netrinal, se produce en p . :

> vDce . - Stima instancia la  extension €1 c€lulas de Dyctiostelium (Song y

g IP; receptor o asimétrica de proyecciones P00, 2001). Se ha demostrado que la

Phospholipase C membranosas (filopodios,  actividad de PI3K es necesaria en la
lamelipodios) que da lugar al desvio p ~ 1 . .

@ IP. DCC

s ¥ del cono de crecimiento. (Gomez, ~ Vvid de sefializacidon de determinados

2005) factores guia, como NGF o Netrinal
(Ming et al., 1999).

Nucleotidos ciclicos. Se ha observado que la presencia de determinados factores guia (ver mas
arriba) produce en la neurona un cambio en el nivel de cAMP o de cGMP. De hecho, dicho cambio
puede determinar si la respuesta de la neurona ante un factor guia determinado es atractiva o repulsiva
(ver mas abajo). Los nucledtidos ciclicos inician cascadas de sefializacion intracelular en la neurona al
activar determinadas quinasas: concretamente, cCAMP activa PKA, mientras que ¢cGMP activa PKG.
Ambos enzimas son responsables de la gran mayoria de respuestas celulares desencadenadas por un
cambio en el nivel de nucledtidos ciclicos (Francis y Corbin, 1999).

Familia Rho de pequefias GTPasas. El avance o la retraccion del cono de crecimiento (y por

extension, del extremo de avance de la neurona en migracion) depende de tres procesos (Huber et al.,
2003):

1) la polimerizacion de actina periférica en el extremo de lamelipodios y filopodios;
2) la despolimerizacion de actina en la region proximal del cono;
3) la tasa de circulacion retrograda de F-actina en filopodios y lamelipodios.

Los factores guia alteran el movimiento del axdn o neurona mediante el control del citoesqueleto
neuronal a través de la familia Rho de pequefias GTPasas, que regulan la polimerizacion,
despolimerizacion y ramificacion de actina, asi como la contractibilidad dependiente de actina-miosina,
(que a su vez controla el flujo retrogrado de F-actina en el cono de crecimiento) (Huber et al., 2003).
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Las GTPasas Rho actuan como interruptores: son activas cuando unen GTP, e inactivas cuando
unen GDP. Varios miembros de la familia han sido implicados en motilidad neuronal, de los cuales
Racl, Cdc42 y RhoA son los mas estudiados. Racl y Cdc42 estimulan la extension de lamelipodios y
filopodios respectivamente en fibroblastos y en el cono de crecimiento neuronal; RhoA estimula la
formacion de fibras de estrés y de adhesiones focales en fibroblastos, y genera colapso en el cono de
crecimiento y retraccion neuritica. (Negishi et al., 2005a; Pasterkamp y Kolodkin, 2003). Por otra parte,
las GTPasas Rnd se caracterizan por su baja actividad GTPasa intrinseca y su baja afinidad por GDP,
por lo que unen GTP de forma constitutiva y estin permanentemente activas. Rndl expresado en
fibroblastos inhibe la formacion de fibras de estrés, ¢ induce el desensamblaje de filamentos de actina y
de contactos focales, ademas de bloquear la adhesion celular; por lo tanto, Rnd1 antagoniza los efectos
de la activacion de RhoA y Racl, posiblemente interviniendo en algin punto mas arriba de la cadena de
senalizacion de RhoA y Racl (Nobes et al., 1998; Wennerberg et al., 2003).

Los estimulos extracelulares regulan la actividad de las Rho GTPasas mediante tres clases de
proteinas (Negishi et al., 2005a; Pasterkamp y Kolodkin, 2003):

- proteinas GEF (Guanine Exchange Factors), elementos activadores al facilitar el intercambio de
GDP por GTP;

- proteinas GAP (GTPase-Activating Protein), que al estimular la actividad GTPasa de las
proteinas Rho, promueven la hidrélisis de GTP a GDP y, por tanto, las inactivan;

- proteinas GDI (Guanine Dissociation Inhibitor) inhibidoras de la disociacion de GDP, que
también las inactivan.

Polimerizacion de actina. La familia Rho de pequefias GTPasas controla la polimerizacion de
actina a través de la actividad del complejo Arp2/3, un grupo de siete proteinas altamente conservadas
que controla el inicio de la elongacion de un filamento de actina (nucleacion) a partir de uno ya
preexistente (Meyer y Feldman, 2002; Salazar et al., 2003). Arp2/3 estimula la nucleacién de filamentos
de actina al unir proteinas de la familia Wasp/Scar, que son directos efectores de GTPasas Rho (Huber et
al., 2003). Las GTPasas de la familia Rho también influyen en el ensamblaje de nuevas moléculas de G-
actina por el extremo distal o “mas” (+) de filamentos de actina, que depende de la actividad de la
proteina monomérica Profilina. Profilina estimula la extension de filamentos de actina, ya que une
actina-G (unida a ADP) en el extremo+ del filamento e induce un cambio de conformacion que estimula
el intercambio de ADP por ATP en la molécula de actina; actina-G se convierte entonces en actina-F
(unida a ATP) que se incorpora al extremo+ del filamento (Pantaloni y Carlier, 1993). la familia de
proteinas Vasp/Ena estimulan la elongacion de filamentos de actina mediante dos acciones: al unir
complejos Profilina-actina y reclutarlos donde hay remodelacion activa del citoesqueleto de actina, y al
impedir el bloqueo de la extension del filamento de actina por parte de proteinas capping, funciéon que se
ve estimulada por su union al complejo Profilina-actina (Barzik et al., 2005; Sechi y Wehland, 2004).
Aunque existen evidencias en sistemas celulares no neuronales de que Ena/Vasp puede ser controlada
por GTPasas Rho, atin no se conoce la relacion entre la funcién de ambas familias de proteinas en
neuronas (Huber et al., 2003; Meyer y Feldman, 2002). Si que se ha demostrado la participacion de
Ena/Vasp en la formacion de filopodios estimulada por Netrinal: la actividad de Ena/Vasp estaria
regulada a través de su fosforilacion por PKA (Lebrand et al., 2004).

Despolimerizacion de actina. La familia Rho de pequenias GTPasas puede también controlar la
despolimerizacion de actina. Pak es activada por Cdc42 y Rac, mientras que Rock es activada por Rho.
Una vez activas, Pak y Rock fosforilan y activan la quinasa Lim, que a su vez fosforila e inactiva
ADF/Cofilina, una proteina de union a actina que estimula la disociacién de monomeros de actina en el
extremo- del filamento (Carlier et al., 1997). La quinasa Lim, al fosforilar e inactivar Cofilina, atenta el
desensamblaje de filamentos de actina, mientras que la fosfatasa Slingshot defosforila y activa Cofilina,
estimulando la depolimerizacion de actina (Huber et al., 2003).

Flujo retrogrado de actina. La familia Rho de pequenas GTPasas regula el flujo retrogrado de
F-actina que se produce en células y conos de crecimiento en activa locomociéon. Numerosos estudios en
axones del molusco marino Aplysia han intentado elucidar los mecanismos implicados en el movimiento
del cono de crecimiento (Cramer, 1997). Asi, el avance del cono axonal depende de dos procesos
aditivos independientes uno del otro: el ensamblaje de nuevas moléculas de actina en el extremo+ o
distal de filamentos de actina en las extensiones membranosas del cono (filopodios, lamelipodios), y el
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flujo retrégrado (en direccion al extremo- o proximal) de filamentos de actina gracias a la contraccion
producida por moléculas de miosina no-muscular (Lin et al., 1996). En una situacion control existe un
flujo retrégrado intenso acompafiado de un crecimiento lento del cono de crecimiento, en el que la tasa
de ensamblaje de actina es solo ligeramente superior a la tasa de flujo retrogrado; tras la inhibicion de
miosina, la disminucion del flujo retrogrado de actina observada es directamente proporcional al
aumento en la protusion de filopodios en el cono y consecuentemente, al crecimiento del axon (Lin et al.,
1996). La fosforilacion de miosina produce un cambio de conformacion en la proteina que expone su
punto de unidén a actina, ademads de facilitar su actividad ATPasa dependiente de actina, ambos eventos
imprescindibles para generar contraccion (Alberts et al., 1992; Huber et al., 2003). Rock y la quinasa de
la cadena ligera de miosina (MLCK) fosforilan y activan miosina; Rock, ademas, previene la
inactivacion de miosina al fosforilar e inactivar la fosfatasa de la cadena ligera de miosina. La
fosforilacion de MLCK por parte de Pak induce su inactivacion, y por tanto, la no-activacion de miosina.
Rho, a través de Rock, induce la activacion de miosina y por tanto, estimula el flujo retrogrado de actina;
Cdc42 y Rac, a través de Pak, producen la inactivacion de miosina y en consecuencia, la atenuacion del
flujo retrégrado de actina (Huber et al., 2003).

1.2.6.  Modulaciodn de la senial del factor guia

La senal intracelular desencadenada en la neurona por la uniéon de un factor guia a su receptor
especifico puede ser modulada, por ejemplo:
1) por la presencia de un segundo factor guia con el que comparte vias de sefializacion, que
reduce o suprime la respuesta del cono de crecimiento ante el primer factor guia; a este fenomeno se le
llama desensibilizacion heterdloga, y ya habia sido observado previamente en la quimiotaxis de
leucocitos (Ming et al., 1999; Song y Poo, 2001).
2) Por la accion de un elemento que cambie la cantidad de receptores en la membrana neuronal o
su funcionalidad, alterando la sensibilidad de la neurona hacia el factor guia en cuestion; precisamente
de ese modo actua la proteina Comm, que expresada en la linea media de Drosophila, induce en axones
que ya la han cruzado un aumento del nivel de Robo, el receptor especifico de Slit, por lo que a partir de
entonces dichos axones son sensibles a la accidon repulsiva de Slit desde la linea media (Keleman et al.,
2002; Keleman et al., 2005; Song y Poo, 2001).
3) Por la composicion del complejo receptor especifico del factor guia; asi, un gradiente de
Netrinal produce atraccion a través de su receptor Dcc, y repulsion a través de Dcc unido a UncSh
(Hong et al., 1999a; Song y Poo, 2001).
4) Por el nivel de nucleotidos ciclicos presente en el citosol de la neurona, de manera que, ante un
mismo factor guia, el aumento favorece atraccion, y la disminucion favorece repulsion (Song et al.,
1998); asi, ante un gradiente de Netrinal, la disminucién del nivel de cAMP cambia la respuesta
atractiva inicial a repulsion, y el aumento del nivel de cGMP cambia la repulsion inducida por un
gradiente de Sema3A a atraccion (Song y Poo, 2001).
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2. NETRINAS

2.1. Estructura

La familia de las Netrinas (del sanscrito netr, “el que guia) estd compuesta por un conjunto de
proteinas secretables tradicionalmente relacionadas con la guia de axones y células durante el desarrollo
del sistema nervioso. El miembro que da nombre a la familia, Netrinal, fue identificado en cerebro de
pollo como la molécula responsable de la actividad quimiotactica y promotora del crecimiento axonal
que posee la placa del suelo de la médula espinal (Serafini et al., 1994). Esta proteina de 78 kDa muestra
elevada afinidad por las membranas celulares, aunque su actividad se presenta tanto en forma soluble
como asociada a membranas, y su estructura es similar a la de la proteina Unc6, implicada en la guia
circunferencial de axones y células y descrita en uno de los varios mutantes del gusano C.elegans con
distintos fenotipos de descoordinacion. (Ishii et al., 1992; Serafini et al., 1994). Netrinal y Unc6
presentan en su extremo N-terminal una secuencia sefial, seguida de una region de elevada similitud con
las tres cadenas de la Laminina (y especialmente con sus cadenas B y y). Esta region homoéloga a la
Laminina la forman el dominio VI o dominio globular, y el dominio V, una regién lineal compuesta de
tres repeticiones tipo EGF ricas en cisteina, también llamadas V1-3, y que forman parte de numerosas
moléculas de matriz extracelular. El extremo C-terminal contiene el dominio C (llamado asi por su
parecido a la region C-terminal de proteinas del complemento), una region rica en residuos basicos (lo
que explica la elevada afinidad de Netrinal por la heparina) que ademas presenta un motivo RGD, una
secuencia sefial para receptores de la familia de las integrinas (figura 6) (Serafini et al., 1994; Yurchenco
y Wadsworth, 2004).

UNC-6
VIV IVD b IVa llla I G VIV typeC
Laminin-cc  (O—1) @)= OOOZ(I) UNC-6/netrins (===
UNC-6
VIV IV O I | VIV typeC
Laminin-p  @——= ] Netrin-4/ B-netrin ~ (@Qr——mmm
VIV IV Il | VIV GPI
Laminin-y  (O—1} T Netrin-G/ |

Figura 6. Familia de las Netrinas.

Las tres clases de Netrinas y las tres cadenas de Laminina son similares en su extremo N-terminal (izquierda de
la secuencia) Unc6/Netrina 1 contiene un dominio N-terminal, seguido de dos dominios EGF y de un dominio C-terminal.
Netrina4/ BNetrina tiene un mayor parecido a la cadena B de la Laminina que las otras dos clases de Netrina. NetrinaG no
contiene el dominio C y presenta una molécula GPI en la region C-terminal (adaptado de Yurchenco y Wadsworth, 2004)

Posteriormente, otras proteinas homologas a Unc6 se han identificado en distintas especies e
incorporado a la familia de las Netrinas, todas ellas con un tamafio de entre 70 y 80 kDa y una estructura
altamente conservada a lo largo de la evolucion. Se pueden distinguir tres subfamilias en base a
similitudes estructurales (figura 6) (revisado en Barallobre et al., 2005):

- las llamadas “Netrinas clasicas” incluyen a Unc6, Netrinal y otras netrinas. Comparten dos
residuos cisteina adicionales en el dominio VI y en el dominio C. Hay miembros de esta subfamilia en
vertebrados e invertebrados, y tradicionalmente se les ha atribuido funciones en la guia de axones y
células del sistema nervioso, aunque algunos estudios sugieren su participacion en el desarrollo de otros
organos, como la glandula mamaria, el pulmoén, el intestino o el pancreas (Yurchenco y Wadsworth,
2004).

- La subfamilia de Netrina4/p-Netrina. Si en todos los miembros de la familia, los dos tercios N-
terminales muestran similitud con las subunidades B y y de la Laminina, en el caso de la Netrina4/ -
Netrina el dominio VI es el mas parecido a la Laminina-f, ademas de no poseer las dos cisteinas
adicionales que si presenta la anterior subfamilia. Tiene, como otros rasgos estructurales caracteristicos,
el dominio C en el extremo C-terminal propio de Unc6 y el residuo triptofano conservado en las
distintas subunidades de Laminina. Netrina4/ B-Netrina se expresa tanto en tejido nervioso, donde se ha
demostrado que promueve el crecimiento axonal en determinados tipos neuronales, como en otros
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organos como higado, corazon, ovario y vasculatura, donde se localiza en membrana basal (Yurchenco y
Wadsworth, 2004).

- La tercera subfamilia la componen las Netrinas GI y G2. Ambas se presentan ancladas a la
membrana plasmatica mediante una molécula GPI, y no tienen ni el dominio C en el extremo C-terminal
ni las dos cisteinas adicionales en el dominio VI, dos caracteristicas de la subfamilia de las Netrinas
clasicas. Ademas, tampoco poseen el residuo triptéfano conservado en las distintas subunidades de
Laminina. Ambas proteinas pueden dar lugar, mediante splicing alternativo, a distintas isoformas con
cambios en sus dominios V y C-terminal. Se expresan basicamente en el sistema nervioso central, y no
presentan afinidad por los receptores Dcc o Unc5, aunque recientes estudios han identificado una
proteina transmembrana, Ngl1, que interacciona con NetrinaG1 (Yurchenco y Wadsworth, 2004).

2.2. Funcion de Netrinal

Uncb6, la primera proteina de la familia de las Netrinas en ser identificada, guia a axones y
células hacia la linea media ventral o lejos de ella durante el desarrollo de C.elegans. Estudios en el
nematodo indican que los dominios de Unc6 actian tanto de forma modular, participando
especificamente en una u otra de las acciones mediadas por Unc6, como de forma paralela, en la que
varias sefiales activadas por distintos dominios coordinan los procesos de guia axonal y celular (Lim y
Wadsworth, 2002).

En vertebrados, Netrinal expresada en la placa del suelo de la médula espinal atrac axones
comisurales y repele axones trocleares (Colamarino y Tessier-Lavigne, 1995; Kennedy et al., 1994;
Serafini et al., 1994). En el raton mutante de Netrinal se observan defectos en la trayectoria de axones
comisurales espinales, asi como en otras comisuras del encéfalo, como el cuerpo calloso, la comisura
ventral anterior y la hipocampal (Barallobre et al., 2000; Serafini et al., 1996); por lo tanto, al igual que
su estructura, la funciones de atraccion/ repulsion presentes en la linea media se han mantenido a lo
largo de la evolucién. La deficiencia en Netrinal in vivo también impide el desarrollo de parte de los
nucleos precerebelares, los nicleos pontinos, ausentes en el ratdn mutante (Serafini et al., 1996).

Datos in vitro apuntan que las Netrinas actian en la migracion de distintos tipos de axones y
células del sistema nervioso: Netrinal repele neuronas estriatales (Hamasaki et al., 2001), y precursores
oligodendrogliales en la medula espinal (Jarjour et al., 2003), y en cambio atrae precursores de los
nucleos precerebelares (Alcantara et al., 2000) y precursores oligodendrogliales en el nervio oOptico
(Spassky et al., 2002). Netrinal también ejerce in vitro actividad quimiotactica en axones retinales,
hipocampales, talamicos, corticofugales y cerebelofugales. (Barallobre et al., 2000; Braisted et al., 2000;
Metin et al., 1997; Shewan et al., 2002; Shirasaki et al., 1995) (para mas informacion acerca de las
funciones deNetrinal en el desarrollo del sistema nervioso, ver Barallobre et al., 2005).

2.3. Receptores de Netrinal

2.3.1. Dcc

El gen Dcc fue descrito originariamente como un posible supresor de tumores localizado en el
brazo largo del cromosoma 18, una region que era frecuentemente eliminada en tumores colorectales
humanos (Hedrick et al., 1994). Posteriormente, y debido a su elevada homologia con la proteina de
C.elegans Unc40 (cuya ausencia produce alteraciones en la migracion de axones y células parecidas a
las causadas por mutaciones en el gen Unc6 (Hedgecock et al., 1990)), se identifico6 Dcc como un
receptor de Netrinal en vertebrados, ya que unia Netrinal de forma especifica, y anticuerpos contra su
dominio extracelular reducian la actividad promotora del crecimiento de axones comisurales espinales
mediada por Netrinal (Keino-Masu et al., 1996; Stein et al., 2001). Ademas, el raton mutante nulo de
Dcc (cuyos ejemplares homocigotos mueren en edades perinatales) presenta la mayoria de defectos
axonales y celulares en el sistema nervioso central que el mutante de Netrinal: defectos en la trayectoria
de axones comisurales (mas severos), ausencia del cuerpo calloso y la comisura hipocampal y anterior, y
ausencia de nticleos pontinos (Fazeli et al., 1997). La familia de receptores Dcc incluye diversas
proteinas, todas ellas implicadas en acciones mediadas por Netrinas: Unc40 de C.elegans, Frazzled de
Drosophila, y Dcc y Neogenina de vertebrados. Tienen en comin multiples repeticiones Ig, repeticiones
Fibronectina tipo III, un dominio transmembrana y tres dominios intracelulares conservados, llamados
P1, P2 y P3 (figura 7) (Huber et al., 2003; Kolodziej et al., 1996). Existe otro alelo mutado de Dcc en
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raton, llamado Dcc kanga, que a diferencia del alelo mutado nulo mencionado mas arriba, es
hipomorfico y sobrevive hasta la edad adulta. El alelo Dcc kanga contiene una supresion que afecta al
ultimo exon, que codifica el dominio P3 de la region intracelular de Dcc (Finger et al., 2002). Las
alteraciones observadas en el fenotipo del raton mutante Dcc kanga incluyen ausencia de comisuras
(comisura hipocampal, cuerpo calloso, comisura anterior), de los nucleos pontinos y del tracto
corticoespinal, asi como la ausencia de axones cruzando la linea media (Barallobre et al., 2005).

Desde un principio, Dcc ha sido relacionado con las respuestas atractivas generadas por
Netrinal (figura 7). Dcc une Netrinal concretamente por el quinto de sus seis dominios Fibronectina de
la region extracelular, y no compite con Heparina por ese punto de union (probablemente, Heparina une
Dcc de forma indirecta a través de Netrinal) (Geisbrecht et al., 2003). Anticuerpos bloqueantes de Dcc
anulan el crecimiento de axones comisurales de espina dorsal de rata en presencia de Netrinal, asi como
la respuesta quimioatractiva de axones retinales de Xenopus ante un gradiente de Netrinal (de la Torre et
al., 1997; Keino-Masu et al., 1996). Dcc muestra multimerizacion constitutiva (que en ausencia de
Netrinal se encuentra reprimida) a través de su dominio intracelular P3, y esta multimerizacion es
imprescindible para dar lugar a una respuesta atractiva (Stein et al., 2001). Ademas, el dominio P3 sirve
de punto de unién de Dcc a Robo, receptor de Slit que se encarga de silenciar la sefial de Netrinal/Dcc
en axones que cruzan la linea media (Finger et al., 2002).

2.3.2. Unc5

Ademaés de producir atraccion, Dcc también participa en acciones repulsivas mediadas por
Netrinal, aunque en colaboracidon con otra familia de receptores de Netrinal, las proteinas Unc5 (Hong
et al., 1999). El miembro fundador de la familia, la proteina de C.elegans Unc5, estaba relacionada con
defectos en la migracion dorsal de axones y células en la pared corporal del nematodo, que coincidian
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Unc6/Netrinal. En la bisqueda
de genes similares a Unc5 en
cerebro de rata embrionario, se
hallaron dos proteinas, Unc5hl
y 2 (de Unci-homologues)
(Leonardo et al., 1997); al
mismo tiempo se identificaba el
gen rcm (“Rostral Cerebellar
Malformation”, rebautizado
mas tarde como Unc5h3), cuya
alteracion espontanea producia
en el raton defectos en el
cerebelo y mesencéfalo y cuya
secuencia era similar a la del
gen Unc5 (Ackerman et al.,
1997). Se consider6 a las tres
proteinas Unc5h receptores de
Netrinal por su capacidad para

unir Netrinal in Vitro
(Ackerman et al, 1997;
Leonardo et al., 1997),

concretamente por cualquiera
de sus dos dominios Ig
(Geisbrecht et al., 2003).

Ademas de las ya mencionadas, la familia Unc5 también incluye la proteina de Drosophila Unc5
(Keleman y Dickson, 2001), otro miembro identificado en raton, Unc5h4 (Engelkamp, 2002), y el
homoélogo humano de Unc5h3: Unc5c (Ackerman y Knowles, 1998).

Todos los miembros de la familia Unc5 tienen en comin 2 dominios Ig y 2 dominios
Trombospondina en su region extracelular, seguidos de un tinico dominio transmembrana y de una
region intracelular que contiene un dominio ZUS5 (formado por una secuencia similar a la proteina ZO1,
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implicada en uniones tipo tight-junction (Ackerman et al., 1997; Leonardo et al., 1997)), ademas de un
dominio de Muerte (DD, Death Domain) en su extremo C-terminal (figura 7) (Hong et al., 1999). Las
proteinas Unc5 en conjunto con el receptor Dcc estan implicadas en respuestas repulsivas de largo
alcance mediadas por Netrinal (figura 7). Ambas proteinas interaccionan a través de zonas concretas en
sus regiones citoplasmaticas: una zona en Dcc que contiene el dominio P1, y una zona llamada DB (Dcc
binding) en Unc5Sh. La interaccion citoplasmatica es necesaria para desencadenar la accion repulsiva, y
es dependiente de ligando, ya que en ausencia de Netrinal la unién se encuentra reprimida (Hong et al.,
1999); sin embargo, hay que tener en cuenta que, en C.elegans, alelos de Unc5 mutantes que no
contienen la mencionada secuencia DB mantienen la capacidad de interaccionar funcionalmente con
Unc40 (Merz et al., 2001). El dominio extracelular de Unc5h es prescindible para la accion repulsiva,
pero anticuerpos contra el dominio extracelular de Dcc bloquean la repulsion. Existe, ademas, en UncSh
una pequefia secuencia situada entre los dominios DB y DD que resulta imprescindible para generar
repulsion (Hong et al., 1999). Las proteinas Unc5, al igual que Dcc, pueden interaccionar entre ellas,
posiblemente de un modo directo formando complejos en la membrana plasmatica (Merz et al., 2001).

Aunque, en general, se considera que la funcién quimiorepulsiva de Netrinal requiere la accion
conjunta de Dcc y Unc5, estudios realizados en C.elegans indican que Unc5 puede funcionar
independientemente de Dcc en migraciones dorsales de axones y células (o sea, repulsivas desde la linea
media ventral), y que la intervencién de Dcc es prescindible en la funcién quimiorepulsiva de Unc5
(Hedgecock et al., 1990; Merz et al., 2001); en Drosophila, Unc5 puede producir respuestas repulsivas
de corto alcance en ausencia de Frazzled (homologo de Dcc) (Keleman y Dickson, 2001; Winberg et al.,
1998a), mientras que en acciones repulsivas de largo alcance participan ambas proteinas (Keleman y
Dickson, 2001).

Ademas de la funciéon de atraccion y repulsion de axones y células que realizan las proteinas
Unc$, una de ellas, Unc5h3, participa en el desarrollo del cerebelo. Existen tres cepas de animales con
mutaciones en el gen Unc5h3: el ratén rem (Rostral Cerebellar Malformation), la rata cvd (Cerebellar
Vermis Defect) y la rata Hobble (Ackerman et al., 1997, Kuramoto et al., 2004). Los animales
homocigotos para estas mutaciones muestran alteraciones neuroldgicas, principalmente un caminar
andémalo (tambaleante o cojo), junto con defectos anatomicos en el cerebelo (reduccion del tamafio
cerebelar, reduccion de la foliacion y hemisferios fusionados) y alteraciones a nivel histologico (ectopias
en el coliculo inferior y el puente del encéfalo, errores de posicion de las células de la corteza cerebelar)
(Ackerman et al., 1997; Kuwamura et al., 1997). En conjunto, los datos experimentales referentes a
estos animales sugieren que Unc5h3 es parcialmente responsable de establecer el limite anterior del
cerebelo y de garantizar su correcta laminacion, aunque el posible papel de Netrinal en estos procesos
ha sido cuestionado (Goldowitz et al., 2000; Przyborski et al., 1998).

2.3.3. A%b
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receptor de adenosina
A2b como un posible
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(Corset et al., 2000).
Existen cuatro tipos de

también aparecen dos putativos

infracellular enlaces disulfuro receptores especiﬁcos
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(adaptado de Ralevic 'y
Burnstock, 1998) Al . y . A.3’. que
COOH funcionan inhibiendo la
actividad adenilato

ciclasa en respuesta a la
union de su ligando, y A2a y A2b, que actiian estimulandola. El receptor A2b se acopla tanto a proteina
Gq como Gs, activando la via dependiente de PLC o acumulando cAMP, respectivamente (Ralevic y
Burnstock, 1998). A2b interacciona a nivel intracelular con Dcc en presencia de Netrinal, y es capaz de
unir Netrinal independientemente de Dcc, siendo el punto de unién a Netrinal distinto al de adenosina;
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la unién de Netrinal al receptor A2b aumenta la actividad adenilato ciclasa de la célula (Corset et al.,
2000). Estudios independientes en la via optica de Xenopus, muestran que la disminucion de niveles de
cAMP en axones retinales envejecidos en cultivo coincide con una disminucion de la expresion del
receptor A2b, y que la presencia de antagonistas de A2b cambia la respuesta de axones retinales jovenes
ante un gradiente de Netrinal de atraccién a repulsion (Shewan et al., 2002). En general, existen
suficientes datos experimentales que apuntan al receptor A2b como intermediario entre Netrina y una
acumulacion de cAMP intracelular que desencadena procesos especificos en la célula nerviosa, aunque
esta hipotesis haya generado cierta controversia (Stein et al., 2001).

2.3.4. Integrinas

Un estudio reciente implica a algunos miembros de la familia de las integrinas como receptores
de Netrinas en funciones de adhesion y migracion de células epiteliales; usando el pancreas embrionario
como modelo de desarrollo epitelial, dicho estudio muestra que Netrinal estimula la adhesion de células
epiteliales al substrato, que actia como sefial haptotactica en la migracion celular, y que ambas
funciones dependen de la unioén de Netrinal a determinados heterodimeros de integrinas (Yebra et al.,
2003). En la actualidad, no hay datos que permitan saber si las integrinas intervienen en la accion de
Netrinas durante el desarrollo del sistema nervioso.

2.4. Senalizacion intracelular inducida por Netrinal

2.4.1 Adaptacion del cono de crecimiento a Netrinal

Ante un gradiente de Netrinal, la sensibilidad del cono axonal esta relacionada con cambios en
el nivel de Ca+2 intracelular (aunque esta variacion por si misma no produce el fenoémeno de
desensibilizacion) (Ming et al., 2002). Netrinal induce atraccion y repulsion mediante la activacion de la
sintesis y también de la degradacion de proteinas localizadas en la misma neurita (Campbell y Holt,
2001) y el proceso de resensibilizacion requiere sintesis proteica a nivel local y actividad MAPK
(Campbell y Holt, 2001; Ming et al., 2002). La desensibilizacion depende de la endocitosis del receptor,
que retorna a la membrana plasmatica durante el periodo de resensibilizacion en parte mediante trafico
endosomal, y en parte a través de su sintesis de novo (Piper et al., 2005).

2.4.2. Senalizacion de Netrinal a través de Dcc

Nivel de Ca+2 y enzimas dependientes de Ca+2. El nivel de calcio intracelular también
interviene en la sefial desencadenada por Netrinal y otros miembros del grupo I de factores guia. Un
gradiente de Netrinal aumenta la corriente de Ca+2 a través de los canales de membrana tipo L
(dependientes de voltaje) en neuronas espinales de Xenopus (que expresan Dcc de forma enddgena),
mientras que en aquellas neuronas transfectadas con Unc5h2, el gradiente de Netrinal induce una
disminucion de la corriente de Ca+2 a través de los mismos canales. Por lo tanto, Netrinal produce una
respuesta atractiva dependiente de Dcc que coincide con un aumento de la entrada de Ca+2, y una
respuesta repulsiva asociada a Dcc y Unc5 que da lugar a una disminuciéon de la corriente de Ca+2
(Nishiyama et al., 2003). La relacion cAMP/cGMP intracelular modula los canales de Ca+2 tipo L, de
manera que una relacion alta aumenta su activacion (y por tanto, favoreciendo atraccion), mientras que
una relacion baja la disminuye (y de ese modo favorece repulsion) (Nishiyama et al., 2003).

Netrinal produce en el cono espinal de Xemopus una despolarizacion de la membrana,
dependiente de Dcc, a través de canales TRPC (receptores no selectivos de cationes), y esa
despolarizacion es necesaria para generar una respuesta atractiva (Hong et al., 2000a; Shim et al., 2005;
Wang y Poo, 2005); la actividad de los canales TRPC también estd presente en las respuestas
quimiotacticas producidas por otros miembros del mismo grupo de factores guia (como BDNF y MAG),
y su bloqueo altera la proyeccion contralateral de neuronas comisurales en la espina dorsal de Xenopus,
dependiente de Netrinas (Shim et al., 2005). Los canales TRPC pueden influir en la entrada de Ca+2 en
la célula respondiendo a la accion de factores guia de dos modos: permitiendo la entrada directa de Ca+2,
ya que son permeables a €1, o dejando entrar Na+2, lo que produce una despolarizacion de la membrana
que activaria canales de Ca+2 dependientes de voltaje, como por ejemplo, los canales tipo L (ver mas
arriba) (Shim et al., 2005; Wang y Poo, 2005).
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Ademas de la entrada inicial de Ca+2 que se produce tras la union de Netrinal a su receptor Dcc,
la liberacion de Ca+2 desde los almacenes internos celulares también contribuye al aumento global del
nivel de Cat+2 citosolico. Dos mecanismos permiten dicha liberacion: a través del aumento de Ca+2
inicial (segin un mecanismo llamado CICR, Ca+2-induced Ca+2 release), y mediante el incremento de
IP3 que genera la union de Netrinal a su receptor (ver mas abajo), y que activa los receptores IP3
presentes en los compartimientos internos (Hong et al., 2000a; Shim et al., 2005).

Asi pues, el conjunto de datos aportados por diversos estudios y explicados en los parrafos
anteriores permite construir un modelo de sefializacion (representado en la Figura 5) que tiene como
objetivo de generar un gradiente en la concentracion de calcio citosoélico desde la membrana plasmatica
del cono de crecimiento, lo que finalmente produce una respuesta quimiotactica ante un gradiente de
Netrinal (y muy posiblemente también del resto de factores guia que forman el grupo I). Si el gradiente
de Cat2 es pronunciado, activa la polimerizacion del citoesqueleto y se produce una respuesta atractiva;
si el gradiente es suave, provoca la despolimerizacion del citoesqueleto y, por lo tanto, una respuesta
repulsiva (Hong et al., 2000a; Ming et al., 1999; Shim et al., 2005; Wang y Poo, 2005).

La alteracion del nivel de Ca+2 intracelular en la via de sefializacion de Netrinal influye en la
activacion de la quinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaMKII) y de la fosfatasa Calcineurina
(CaN) (Chen et al., 1999). Un aumento elevado del nivel de Ca+2 activa preferentemente CaMKII en el
cono de neuronas espinales de Xenopus y produce atraccidon, mientras que un pequefio aumento activa
preferentemente CaN (mas afin a Ca+2 que CAMKII) y produce repulsion a través de la activacion de la
fosfatasa PP1. Ademas, el aumento elevado de Ca+2 intracelular produce a su vez un aumento en el
nivel de cAMP, que activa a PKA y ésta a su vez inhibe la actividad de PP1 y por tanto suprime la
respuesta repulsiva. Agentes inhibidores de CaN convierten la respuesta de neuronas espinales de
Xenopus ante un gradiente de Netrinal de repulsiéon a atraccion, y la supresion de la actividad de
CaMKII anula la respuesta atractiva. Sin embargo, la inhibicion de CaN no altera la respuesta repulsiva
del cono ante un gradiente de Sema3A, por lo que CaN y su efector PP1 parecen implicados de forma
especifica en respuestas repulsivas dependientes de Ca+2, o sea, producidas por factores guia del grupo I
(Wen et al., 2004). En explantes de espina dorsal embrionaria, la inhibicion de CaN anula la actividad
promotora del crecimiento de Netrinal (dependiente de Dcc (Keino-Masu et al., 1996)), y suprime el
aumento de la actividad de NFAT (un complejo transcripcional directamente activado por CaN)
estimulado por Netrinal. El ratén con las tres subunidades del complejo NFAT (cl, c2 y ¢3) mutadas
presenta alteraciones en la proyeccion comisural de la médula espinal, similares a las observadas en los
mutantes Netrinal y Dcc (Graef et al., 2003).

PLC/PI3K. La presencia homogénea de NGF en el medio desensibiliza el cono de crecimiento
de axones espinales de Xenopus ante un gradiente de Netrinal, y para ello es necesaria la actividad del
enzima PLCy (hidroliza el fosfolipido PIP2 produciendo DAG e IP3) o de la quinasa PI3K (fosforila
PIP2 produciendo PIP3). Teniendo en cuenta que, cuando un factor quimiotactico es capaz de
desensibilizar al axon ante el gradiente de otro factor, significa que ambos factores comparten vias de
sefalizacion intracelular, estos resultados sugieren que PLCy y PI3K posiblemente estan implicados en
la sefializacion intracelular de Netrinal (Ming et al., 1999). En ese sentido, se ha propuesto un modelo
de actuacion de PLC en la sefial Netrinal, en el que la uniéon del factor guia a su receptor puede
estimular la fosforilacion del receptor, proporcionandole puntos de acoplamiento para proteinas con
dominios SH2, como PLC; la subsiguiente sintesis de IP3 produce un aumento de la concentracion
intracelular de Ca+2 a través de los receptores IP3 de los compartimientos internos y de los receptores
TRPC en la membrana plasmatica; un nivel de Ca+2 elevado permite activar vias especificas de
sefalizacion que acaban determinando el comportamiento del cono de crecimiento ante un gradiente de
Netrinal (ver mas arriba) (Shim et al., 2005).

Nucledtidos ciclicos. La respuesta axonal ante distintos factores quimiotacticos depende del
nivel de nucleétidos ciclicos: el aumento favorece atraccion, mientras que la disminucion favorece
repulsion (Song et al., 1998). En ensayos de desvio axonal, donde axones espinales de Xenopus
responden a un microgradiente de Netrinal, se ha constatado que los niveles intracelulares de
nucleotidos ciclicos pueden regular el comportamiento del cono de crecimiento: disminuyendo la
concentracion de cAMP o inhibiendo la PKA (dependiente de cAMP), la respuesta atractiva inicial del
cono se convierte en repulsion, y ese cambio es dependiente de Dcc (Ming et al., 1997); en realidad, es
la relacion entre los niveles de cAMP y ¢cGMP en el citosol la que determina la reaccion axonal: una
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relacion cAMP/cGMP baja favorece atraccion, mientras que si la relacion es alta favorece repulsion
(Nishiyama et al., 2003). Nishiyama y colaboradores (Nishiyama et al., 2003) proponen que la unién de
Netrinal a Dcc activa la via dependiente de cAMP (a través de PKA) (Ming et al., 1997), produciendo
en el cono una respuesta atractiva mientras que, en presencia de Dcc y Unc5, Netrinal desencadena la
via dependiente de cGMP (a través de PKG) ademas de la de cAMP, produciendo repulsion.

GTPasas Rho. Evidencias experimentales relacionan a las GTPasas Rho con la funcion de
Netrinal y su receptor Dcc en neuronas; en lineas celulares de neuroblastoma transfectadas con Dcc y
que expresan constitutivamente Netrinal, se observa un aumento del niimero de filopodios y de la
superficie celular dependiente de la activacion de Racl y Cdc42 (Shekarabi y Kennedy, 2002), mientras
que la inhibicion de RhoA y Rock (efector de RhoA) estimula todavia mas la formacioén de neuritas (Li
et al., 2002b). La inhibicion especifica de proteinas Rho en explantes embrionarios de espina dorsal de
rata suprime el crecimiento de axones comisurales en respuesta a Netrinal (Li et al., 2002b).

La proteina Nckl, con dominios SH2 y SH3, homologa en mamiferos a la proteina de
Drosophila Dock, ha sido propuesta como nexo entre Netrinal y su receptor Dcc, y la activacion de
GTPasas Rho. Nck1, mediante sus dominios SH3, une secuencias especificas intracelulares de Dcc de
forma constitutiva. Se ha sugerido que la union de Netrinal a su receptor podria producir un cambio de
conformacion que permitiera a Nckl, a través de su dominio SH2, interaccionar con proteinas
fosforiladas en residuos tirosina, que a su vez podrian activar Racl de forma indirecta (Li et al., 2002a).

Proteinas quinasa. Un estudio demuestra que Netrinal estimula la fosforilacion de su receptor
Dcc en neuronas embrionarias espinales, y que tanto la actividad de Fyn, miembro de la familia de
tirosina-quinasas Src, como la fosforilacion de Dcc son necesarios para que Netrinal estimule el
crecimiento axonal en explantes de espina dorsal embrionaria. El mismo estudio propone que Fyn
fosforila Dcc cuando éste une Netrinal, lo que podria inducir indirectamente, por mecanismos
desconocidos, la activacion de Racl (Meriane et al., 2004).

Se ha observado que Netrinal provoca la fosforilacion de Fak (una tirosina quinasa presente en
lugares de interaccion integrina-matriz extracelular en fibroblastos) en neuronas corticales embrionarias.
Dcc interacciona con Fak y Fyn, y tanto la presencia de Fak y su fosforilaciéon como la actividad Src-
quinasa son necesarios para las funciones de crecimiento axonal y atraccion mediadas por Netrinal en el
sistema nervioso (Liu et al., 2004; Ren et al., 2004). La fosforilaciéon de Fak podria servir para reclutar
proteinas con dominios SH2 (Fyn y otras quinasas Src o PLCy) en un complejo proteico ligado a Dcc, lo
que permitiria al sistema Netrinal/Dcc activar a enzimas como Fyn u otras quinasas Src, o PLCy (Ren et
al., 2004).

En neuronas comisurales de espina dorsal de rata embrionaria, Netrinal induce la activacion de
la MAP quinasa Erk1/2 mediante Dcc. Erk 1/2 une directamente Dcc, y la actividad de Erk1/2 es
necesaria para promover el crecimiento de axones comisurales en presencia de Netrinal. La inhibicion
de la actividad Erk1/2 en axones espinales de Xenopus produce la supresion parcial tanto de la atraccion
del cono como del aumento en la extension axonal ante un gradiente de Netrinal (Forcet et al., 2002).

MAP1B. Aunque tradicionalmente se ha considerado el citoesqueleto de actina como el
principal responsable del movimiento del cono de crecimiento, varios trabajos apuntan a que los
microtibulos de la periferia del cono también participan en el avance del axon. MAP1B se expresa en
neuronas en desarrollo, y une microtibulos y filamentos de actina contribuyendo a su estabilizacion
mediante un proceso que requiere la fosforilacion tipo I de MAP1B, realizada por las quinasas Gsk3 y
Cdk5. Un estudio reciente sugiere que Netrinal puede regular in vivo la funcion de MAPI1B; este
estudio muestra que la fosforilacion tipo I de MAPIB en neuronas hipocampales embrionarias es
estimulada por Netrinal, y ese proceso requiere la actividad de Gsk3 y CdkS5. En animales homocigotos
deficientes en Netrinal, el nivel de fosforilacion tipo I de MAP1B en extractos de cerebro en PO se
encuentra significativamente reducido en comparacion a animales heterocigotos o salvajes. El raton
deficiente en MAP1B presenta alteraciones anatémicas e histologicas que resultan ser semejantes,
aunque con diferencias, a las observadas en los ratones mutantes en Netrinal y Dcc (disminucion del
tamafio de los nucleos pontinos, comisuras alteradas o ausentes), y explantes de ratones homocigotos
mutantes en MAP1B muestran una respuesta atractiva ante Netrinal parcialmente alterada (Del Rio et
al., 2004).
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DCC vy el citoesqueleto de actina. Existen evidencias que apuntan a que Dcc interacciona con
otras proteinas que, al igual que la familia de GTPasas Rho, también regulan la dinamica del
citoesqueleto de actina. Shekarabi y colaboradores (Shekarabi et al., 2005) demuestran que, en neuronas
comisurales de espina dorsal, la union de Netrinal a Dcc activa Cdc42, Racl y la serina/treonina quinasa
Pakl (una pieza clave en la via de sefializacion que activa la polimerizacion de actina) , y la activacion
de estas proteinas produce la expansion del cono de crecimiento. Ademas, Netrina estimula la formacion
de un complejo en el dominio intracelular de Dcc formado por la proteina adaptadora Nckl, Racl,
Cdc42, Pakl y N-WASP, una proteina que une directamente F-actina por su extremo N-terminal, y que
estimula la nucleacion de filamentos de actina mediante la interaccion de su extremo C-terminal con el
complejo Arp2/3. El mismo estudio muestra como Netrinal unida al substrato estimula la adherencia de
neuronas de espina dorsal a través de Dcc. Se apunta a la existencia de dos mecanismos por los que
Netrinal y Dcc estimulan la formacion de filopodios y la expansion de membrana: Dcc (un miembro de
la superfamilia de las immunoglobulinas, al igual que las proteinas CAM) actia de puente entre
Netrinal unida a la matriz extracelular y el citoesqueleto de actina; y Dcc es también el nucleo de un
complejo proteico que organiza el citoesqueleto de actina (Shekarabi et al., 2005)

Laminina. Laminina-1 puede cambiar la respuesta del cono de crecimiento de axones espinales
de Xenopus ante un gradiente de Netrinal de atraccidn a repulsion, a través de receptores especificos de
Laminina-1 (integrina a6B1 y el receptor 67LR). Su accion produce en el cono una disminucion de los
niveles de cAMP, lo que esta relacionado con respuestas de tipo repulsivo ante factores guia del grupo I
(Hopker et al., 1999).

Balsas lipidicas. Se ha observado que la desintegracion de las balsas lipidicas (microdominios
de la membrana plasmatica enriquecidos en esfingolipidos y colesterol) suprime la respuesta del cono de
crecimiento ante diversos factores con actividad quimiotactica, como Netrinal o Sema3A; sus
receptores Dcc y Npl se encuentran asociados a balsas lipidicas y su presencia en ellas aumenta tras la
uniéon con sus respectivos ligandos (Guirland et al., 2004). La palmitoilacion en un residuo cisteina
conservado en el dominio transmembrana de Dcc le sirve para anclarse a las balsas lipidicas, y cuando
éstas son quimicamente desintegradas, la accion quimioatractiva de Netrinal resulta alterada, asi como
la fosforilacién y la actividad de quinasas MAPK, que en condiciones normales son estimuladas por
Netrinal (Guirland et al., 2004; Herincs et al., 2005).

2.4.3. Sefalizacion de Netrinal a través de Unc5

Pick1/PKC. Muy poco se conoce acerca de los factores implicados en la cascada de sefializacion
iniciada por la union de Netrinal a receptores Unc5h; entre ellos se encuentra Pickl, una proteina
citosolica que interacciona con la subunidad catalitica de PKC a. Pickl une una region especifica del
dominio intracelular de Unc5hl y también une Unc5h2 aunque en menor medida, mientras que no
interacciona con Unc5h3. La activacion de PKC en neuronas de hipocampo embrionario transfectadas
con los cDNA de Unc5hl y Pickl produce la internalizacion especifica de Unc5hl, lo que a su vez
suprime la capacidad de Netrinal de causar el colapso axonal en estas mismas neuronas. Por lo tanto,
Pickl podria actuar de nexo de unién entre Unc5hl y PKC activa, y asi provocar la internalizacion del
receptor, hecho que podria tener consecuencias en la navegacion del axéon mediante dos mecanismos
distintos: el primero, por generacion de fuerzas mecanicas (ya sea por la estimulacion de la endocitosis o
bien por la pérdida de la adherencia que puede proporcionar la proteina Unc5h, con varios dominios Ig
comunes a muchas moléculas adhesivas) que favorecerian el colapso y la posterior repulsion del cono.
El segundo, porque la internalizacion especifica de Unc5hl y no de Dcc podria producir un cambio en la
respuesta del axon de repulsion a atraccion (Williams et al., 2003).

Proteinas quinasa Src. Otro estudio muestra que el dominio citosolico de Unc5 interacciona
directamente con la tirosina quinasa Srcl, y que para esta interaccidon son necesarios tanto el dominio
SH2 de Srcl como su actividad quinasa; ademas, la fosforilacion de Unc5 en varios residuos tirosina
tanto in vitro como in vivo son debidas a la accion de Srcl. Unc5 y Srcl no sélo interaccionan
fisicamente, sino que también lo hacen a nivel funcional, ya que el fenotipo mutante nulo UncS es
rescatado mediante la expresion de una construccion formada por el dominio extracelular de Unc5 y su
dominio intracelular substituido por Srcl, y para ello es necesaria la actividad quinasa de Srcl. Los
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autores proponen que, en C.elegans, Unc6 une y activa Unc5 de forma asimétrica en la superficie del
cono, y que la union de Srcl a Unc5 podria servir para concentrar Srcl en la region del cono de
crecimiento afectada por el gradiente de Unc6, determinando la direccion del axdon en ruta (Lee et al.,
2005).

Fosfatasa Sph2. En C.elegans y en ratén, respectivamente, las proteinas Unc5 y Unc5h3 son
fosforiladas in vivo en residuos tirosina. En C.elegans, la fosforilacion de Unc5 es parcialmente
dependiente de Unc6. In vitro, la fosforilacion de Unc5h3 permite el reclutamiento de la fosfatasa Sph2
(conocida por su papel en migracion celular y en la organizacion de adhesiones focales durante el
desarrollo embrionario), y por tanto Sph2 podria modular el estado de fosforilacion general de las
proteinas Unc5 (Tong et al., 2001). Estudios en C.elegans indican que Unc5 es fosforilada in vivo en
varios puntos, y la fosforilaciéon de la tirosina 482 de Unc5 es importante para la funcion de Unc6 en la
migracion axonal motora, e imprescindible en la migracion celular, también dependiente de Unc6
(Killeen et al., 2002).

MAXZ1. En una busqueda de genes en C.elegans cuya alteracion producia defectos leves en
migracion axonal, se aislo e identifico la proteina MAX1, que establecia una nueva familia de proteinas
estructuralmente parecidas, la familia MAX, con miembros en ratéon, Drosophila y en humanos, todos
ellos posiblemente homdlogos en cuanto a funcién. Varias evidencias experimentales basadas en
interacciones genéticas sugieren que MAXI1 funciona en la via o vias de repulsion mediadas por Unc5 y
Unc6 independientemente de Unc40, aunque MAX1 y Unc5 parece que no interaccionan directamente,
0 esa interaccion es muy débil (Huang et al., 2002).

Proteinas G. Las proteinas G funcionan en la transduccion de sefiales generadas por la union
ligando-receptor en la membrana plasmatica, y juegan un papel en la migracion de varias lineas
celulares. La subunidad o intercambia GDP por GTP, activandose y disociandose de la subunidad By;
ambas subunidades disociadas pueden entonces interaccionar con moléculas efectoras. Mediante su
actividad GTPasa intrinseca, la subunidad o-GTP pasa a ser a-GDP y vuelve a asociarse con la
subunidad By. Un trabajo demuestra la interaccion entre Unc5h2 y la proteina Gia, cuando ésta se
encuentra unida a GTP y por tanto, en estado activo. Gia, activo inhibe el enzima adenil-ciclasa, y por
tanto disminuye la concentracion de cAMP intracelular. In vitro, la uniéon de Unc5h2 con Gia, reduce la
inhibicidon de la adenil-ciclasa por parte de Gia,, generando la acumulacion de cAMP. Teniendo en
cuenta el papel de cAMP en la transduccion de la sefial desencadenada por varios factores de guia
axonal, entre ellos Netrinal (ver mas arriba), la modulacion de la funcioén de Gia, por parte de Unc5h2
podria regular el comportamiento del cono axonal ante un gradiente de Netrinal (Komatsuzaki et al.,
2002).

2.5. Dcc v Unc5h como receptores de dependencia

Varios estudios subrayan la funcion de Dcc y las proteinas Unc5h como receptores de
dependencia, entre los cuales se encuentran el receptor comin de neurotrofinas P75N'%, el receptor de
androgenos AR o la integrina avp3. Dichos receptores generan una sefial apoptotica en la célula cuando
no unen sus ligandos especificos, por lo que la célula depende del ligando para sobrevivir (Mehlen y
Mazelin, 2003); de ahi que pueda considerarse a Netrinal como un factor de supervivencia. La
expresion de Dcc y UncShl-3 en lineas celulares desencadena apoptosis, mientras que la adicion de
Netrinal reduce drasticamente la muerte de esas mismas células (Llambi et al., 2001; Mehlen y Mazelin,
2003). En el mutante deficiente en Netrinal se observa un aumento de apoptosis en zonas donde Unc5h
y Dcc son expresados, como el tronco del encéfalo, el labio rémbico y el primordio cerebelar (Llambi et
al., 2001). Para la accion pro-apoptotica de Dcc es necesaria la actividad proteolitica de caspasas, que
cortan un fragmento C-terminal intracelular de Dcc y dejan expuesta una region situada por encima del
punto de corte; este dominio, llamado ADD (A4ddiction/Dependence Dcc) es suficiente para causar la
muerte celular (Mehlen y Mazelin, 2003). La protedlisis de Dcc produce el reclutamiento de un
complejo proteico formado por caspasa 9, que une el dominio ADD posiblemente a través de una
proteina adaptadora (DIP13 seria una posible candidata) y caspasa 3, que une el fragmento C-terminal
liberado; este complejo proteico asociado a Dcc actuaria, en ausencia de Netrinal, como estimulador de
la actividad caspasa en la célula, produciendo en ultima instancia la muerte celular (Forcet et al., 2001;
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Mehlen y Mazelin, 2003). Curiosamente, los datos apuntan a que el proceso apoptotico inducido por el
complejo activador de caspasas asociado a Dcc es independiente de las dos vias que cominmente
producen apoptosis: la via dependiente de caspasa 8 y la via dependiente de apoptosoma (que incluye
citocromo C, la proteina Apafl y caspasa 9) (figura 9) (Forcet et al., 2001; Mehlen y Mazelin, 2003).
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Figura 9. Dcc como receptor de dependencia.

En presencia de Netrinal, Dcc induce en la neurona una sefial “positiva” que genera un estimulo
quimiotactico (atraccion/repulsion). En ausencia de Netrinal, Dcc sufre la proteolisis de un fragmento de su extremo C-
terminal (intracelular) por parte de caspasa. Dicha protedlisis permite el reclutamiento de caspasa 9 en la region
intracelular de Dcc, probablemente a través de una proteina adaptadora. La interaccion caspasa-Dcc produce la
activacion de caspasa 9 y de caspasa 3, lo que finalmente conduce a) a mas protedlisis de la region intracelular de Dcc;
b) a la muerte celular a través de la actividad de caspasa 3 (adaptado de Mehlen y Mazelin, 2003)

Igual que Dcc, Unc5h1-3 son también proteolizados por la actividad de caspasas, aunque en el
caso de las proteinas Unc5hl y 2, el inductor de apoptosis es el dominio de muerte, situado en el
extremo C-terminal por debajo del punto de corte por parte de caspasas. En Unc5h3, la apoptosis parece
depender del dominio ZU y no del dominio de muerte, y resulta necesaria la interaccion del factor
NRAGE con el dominio ZU para desencadenar la muerte celular mediante Unc5h3 (Mehlen y Mazelin,
2003). Un reciente estudio propone que Unc5h2 induce apoptosis a través de la quinasa DAPK, una
proteina que, mediante su actividad serina/treonina-quinasa, produce la muerte celular activando
diversas vias intracelulares; in vitro la presencia de Unc5h2 impide la autofosforilacién inhibitoria de
DAPK, y ademds estimula su actividad quinasa, mientras que la adicion de Netrinal restablece la
autofosforilacion y la subsiguiente inactivacion de DAPK. Al igual que en Dcc y UncSh, para la
activacion de DAPK y la posterior induccion apoptotica es necesaria la previa protedlisis de Unc5h2 por
parte de caspasas (Llambi et al., 2005).

A la luz de este conjunto de evidencias experimentales se ha propuesto que la funcion de
Netrinal como factor de supervivencia a través de sus receptores Dcc y Unc5h actie como un
mecanismo mas en el desarrollo del sistema nervioso, al igual que su funcién en la guia de axones y
células. En el modelo propuesto en Mehlen y Mazelin 2003, Netrinal distribuida en gradiente
funcionaria como “estimulo positivo”, guiando axones y células hacia ella o en direccion opuesta. O
bien actuaria de “estimulo negativo”, desencadenando en su ausencia procesos apoptdticos en aquellas
células que han quedado fuera de las regiones especificas de expresion de Netrinal. Ambas funciones
actuarian en conjunto durante la etapa de migracion celular y elongacion axonal.
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3. SEMAFORINAS

3.1. Introduccion

La superfamilia de las Semaforinas esta formada por tres subfamilias: Semaforinas, Plexinas
(ambas presentes tanto en invertebrados como en vertebrados) y los receptores tirosina-quinasa Met y
Ron (especificas de vertebrados). Las proteinas que forman parte de dicha superfamilia tienen una
estructura similar, caracterizada por la presencia en el extremo N-terminal del dominio Sema, y por una
0 mas copias del dominio rico en cisteinas CDR, también denominado MRS (Met-Related sequence) o
PSI (Plexin-Semaphorin-Integrin domain), adyacente al dominio Sema en su lado C-terminal y
solamente ausente en las semaforinas viricas (clase V) (Gherardi et al., 2004). El dominio Sema equivale
estructuralmente a una variante del pliegue tipo hélice-, un tipo de topologia proteica muy comun tanto
en proteinas extracelulares como citosoélicas, y junto con el dominio CDR constituyen el dominio
semaforina original, que, en el afio 1993, Kolodkin y colaboradores (Kolodkin et al., 1993) definieron
como el rasgo caracteristico de la familia de las Semaforinas (figura 10) (Gherardi et al., 2004; Kolodkin
et al., 1993).
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Las Semaforinas, cuyo nombre alude al sistema de banderas y luces de la comunicacion
maritima y ferroviaria (Committee, 1999), se agrupan segin similitudes estructurales en ocho clases,
todas ellas de origen animal excepto la clase V, formada por proteinas viricas. Las semaforinas de clase
2 y 3 son solubles, mientras que el resto de clases contienen semaforinas ancladas a la membrana
plasmatica; entre ellas, las clases 1, 4, 5 y 6 las componen proteinas transmembrana de tipo I (con su
extremo N-terminal en el medio extracelular, y su extremo C-terminal en el citosol), y las semaforinas
de clase 7 presentan un dominio GPI de unién a membrana. Las clases 1 y 2 contienen semaforinas de
origen invertebrado, y las clases 3, 4, 5,6 y 7 son de origen vertebrado (figura 10) (Gherardi et al., 2004).

Existen varias proteinas que pueden actuar como receptores o parte de complejos receptores de
semaforinas. Entre ellas, destacan dos familias: Plexinas y Neuropilinas. Las Plexinas, miembros
también de la superfamilia de las Semaforinas, unen directamente y transducen la sefial intracelular de
distintas clases de semaforinas: semaforinas transmembrana de invertebrados (clase 1), semaforinas
asociadas a membrana de vertebrados (clases 4 y 7), y semaforinas viricas (clase V). Sin embargo, las
semaforinas secretables de vertebrados (clase 3) no unen directamente plexinas, por lo que requieren un
complejo receptor formado por Neuropilinas, que unen semaforinas, y Plexinas, que trasducen su sefial
(Pasterkamp y Kolodkin, 2003; Tamagnone et al., 1999; Winberg et al., 1998b).

Ademas de neuropilinas y plexinas, otras proteinas pueden actuar como receptores o parte de un
complejo receptor de semaforinas (figura 11) (Pasterkamp y Kolodkin, 2003):
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- Otk, una proteina similar en estructura a un receptor tirosina-quinasa, pero con un dominio
catalitico inactivo; en Drosophila, interacciona con PlexA y actia como receptor de Semala.

- Moléculas de adhesion celular (CAM) pertenecientes a la superfamilia de las Immunoglobulinas.
L1 forma parte junto con neuropilinas y plexinas del complejo receptor de Sema3A, mientras que
NrCAM se asocia con Np2 y forma parte del complejo receptor de Sema3F y Sema3B (Julien et al.,
2005).

- Integrinas como [l-integrina, considerada un receptor de Sema7A anclada a membrana
(Pasterkamp et al., 2003).

- Met o factor de crecimiento hepatico, un miembro de la superfamilia de las Semaforinas que,
asociado a PlexB1, transduce la sefial de Sema4D.

- CD72, una proteina que forma parte de la superfamilia de las Lectinas, actia de receptor de
Sema4D especificamente en el sistema inmune.

- Tim2, perteneciente a la familia de proteinas TIM, es un receptor de Sema4A que actla como
regulador de la funcién de las células T.

3.2. Semaforinas secretables

3.2.1. Estructura

Fue un miembro de la clase 3 el que inaugurd la familia de las semaforinas: en el afio 1993 se
purifico y clon6 una glucoproteina de 100 kDa con capacidad de colapsar el cono de crecimiento axonal
in vitro, por lo que fue bautizada como Colapsina (Luo et al., 1993), y posteriormente renombrada
Sema3A (Committee, 1999). La estructura de Sema3A, comun a todos los miembros de la clase 3,
consiste en el dominio Sema mas el dominio PSI en su extremo N-terminal (ver mas arriba), seguidos
por un dominio Ig y una region basica en el extremo C-terminal . El dominio Sema es necesario y
ademas suficiente para producir colapso axonal, y una secuencia de 70 AA dentro del dominio Sema
especifica la actividad propia de cada semaforina; los dominios Ig y basico inicamente potencian la
actividad y no intervienen en la especificidad de su funcion, siendo intercambiables entre las distintas
semaforinas (Koppel et al., 1997).

Sema3A contiene ademas tres secuencias consenso para furin-proteasas, cuya accion permite
activar la proteina (ya que su version completa es inactiva) dando lugar a varios péptidos con distinta
capacidad de repulsion: la forma de 95 kDa generada por hidrélisis en el punto C-terminal es la mas
activa, y su posterior digestion en el punto entre los dominios Sema y PSI reduce su actividad
considerablemente (Adams et al., 1997). Tanto Sema3A como la semaforina transmembrana Sema4B
forman homodimeros, y en el caso de Sema3A la dimerizacion resulta imprescindible para su funcion,
ya que parece ser necesaria para hidrolizar la proteina completa y obtener asi la forma mas activa de 95
kDa (Klostermann et al., 1998; Koppel y Raper, 1998).

3.2.2. Funciones

3.2.2.a) Semaforinas en el sistema nervioso.

A partir de datos in vitro se ha demostrado la acciéon quimiotactica de las semaforinas
secretables sobre distintas clases de axones, y en particular la funcion de Sema3A en colapso o repulsion
axonal en los sistemas periférico, sensorial y motor, asi como en el sistema nervioso central: Sema3A
repele axones olfativos, pontocerebelares, corticales e hipocampales. In vitro, las semaforinas de clase 3
también pueden ser factores quimioatractivos: Sema3C sobre axones corticales, Sema3B sobre axones
de bulbo olfativo (Fiore y Puschel, 2003), v Sema3D sobre axones telencefalicos que forman la
comisura anterior (Wolman et al., 2004).

Sema3A también puede regular el desarrollo dendritico; ensayos in vitro demuestran que
Sema3A actua en neuronas corticales atrayendo sus dendritas hacia la superficie pial, y al mismo tiempo
repele los axones de esas mismas neuronas, empujandolas hacia la sustancia blanca. La presencia
predominantemente dendritica de la enzima guanilil-ciclasa (cuya actividad de produccion de cGMP
puede cambiar la respuesta axonal ante Sema3A de repulsion a atraccion (Song et al., 1998)) podria ser
responsable de la dualidad funcional de Sema3A sobre neuronas corticales (Polleux et al., 1998; Polleux
et al., 2000). La accioén in vitro de Sema3A en dendritas se confirma en el fenotipo del raton deficiente
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en SemaA, que presenta alineacion dendritica al azar de las neuronas piramidales de la capa cortical 5
(Behar et al., 1996).

Se ha demostrado que SemaA juega un papel en el proceso de ramificacion de axones una vez
éstos han alcanzado la region diana. Asi, Sema3A inhibe la ramificacion de axones corticales mientras
que Netrinal la estimula, todo ello sin influir en la longitud del axéon (Dent et al., 2004); y en el
hipocampo, Sema3A y Sema3F intervienen en la poda, respectivamente, de la proyeccion al septum y de
las fibras musgosas (Liu et al., 2005)

Ademés de la guia axonal, también la migracion celular cuenta entre las funciones de las
semaforinas secretables: in vitro, células de la cresta neural evitan territorios que contienen Sema3A y
Sema3F (Eickholt et al., 1999; Gammill et al., 2006; Osborne et al., 2005), mientras que evidencias in
vivo sugieren un efecto quimioatractivo de Sema3C sobre células cardiacas de la cresta neural (Feiner et
al., 2001). Sema3A también parece intervenir en la distribucidon entre la corteza y el estriado de
interneuronas telencefalicas en migracion (Marin et al.,, 2001; Tamamaki et al., 2003). En el nervio
optico in vitro, precursores gliales son repelidos por Sema3A, mientras que Sema3F los atrae y ademas
estimula su division (Spassky et al., 2002; Sugimoto et al., 2001).

Ademas de funcionar como factor quimiotactico para axones y células, Sema3A también puede
inducir apoptosis en neuronas, a la misma dosis necesaria para producir colapso o repulsion aunque a
tiempos de exposicion mas largos (Ben-Zvi et al.,, 2006; Gagliardini y Fankhauser, 1999); tras la
axotomia del nervio 6ptico, la inyeccion de anticuerpos anti-Sema3A in vivo en el ojo tienen un efecto
protector, aumentando la supervivencia de células ganglionares de la retina incluso 24 h después de la
axotomia, lo que abre la posibilidad de futuras aplicaciones terapéuticas (Shirvan et al., 1999). La
funcion apoptdtica de Sema3A in vitro se produce a dosis bajas, compatibles con su posible
concentracion en el tejido nervioso durante el desarrollo; por lo tanto, Sema3A podria intervenir como
factor apoptoético en varios procesos fisiologicos, que incluirian la muerte neuronal masiva que tiene
lugar en determinadas etapas del desarrollo, asi como el ajuste de la ramificacion axonal o la
degeneracion neuronal tras lesion (Ben-Zvi et al., 2006; Gagliardini y Fankhauser, 1999; Shirvan et al.,
2002).

3.2.2.b) Estudios in vivo: ratones mutantes.

Con el objetivo de conocer la funcion de las semaforinas en el desarrollo neuronal in vivo, han
sido creadas varias lineas ratones mutantes deficientes en semaforinas clase 3 y sus receptores:
- existen dos cepas de ratones mutantes deficientes en Sema3A. La primera de ellas, creada por
Behar y colaboradores (Behar et al., 1996), muestra un fenotipo neuronal con pocas alteraciones, y
unicamente a nivel central; entre ellas, la anormal terminacion de axones entorrinales en el hipocampo y
la proyeccion aberrante de las aferencias sensoriales a la medula espinal (Behar et al., 1996; Catalano et
al., 1998; Pozas et al., 2001). Ademas, presentan defectos en el desarrollo 6seo y cardiaco que producen
la muerte postnatal del animal (Behar et al., 1996). Sin embargo, la linea mutante Sema3A4 generada
posteriormente por Taniguchi y colaboradores (Taniguchi et al., 1997) es viable y fértil, sin aparentes
defectos cardiacos, y presenta a edades tempranas severas alteraciones en nervios periféricos, mientras
que no muestran defecto alguno en la proyeccion sensorial a la medula espinal. Las diferencias
observadas entre ambas lineas se atribuyen al distinto fondo genético empleado (Taniguchi et al., 1997),
y a un proceso de correccion de defectos a nivel periférico durante la etapa tardia del desarrollo
embrionario (White y Behar, 2000).
- el raton deficiente en Sema3F presenta defasciculacion de algunos nervios craneales, y varias
alteraciones en el sistema nervioso central, que incluyen defasciculacion de la comisura anterior antes,
durante y después de cruzar la linea media, y la terminacion ectdpica del tracto infrapiramidal de la
proyeccion musgosa en el hipocampo, que se extiende hasta el limite CA3-CA1 (Sahay et al., 2003).
- el raton deficiente en Sema3B muestra defectos neuronales tinicamente en la comisura anterior,
cuyo desarrollo también se encuentra alterado en el mutante Sema3F; ambas semaforinas intervienen en
la formacion de la comisura anterior con funciones distintas y no compensables entre si (Julien et al.,
2005).
- el raton deficiente en Sema3C no tiene alteraciones periféricas apreciables, a falta de analizar el
estado del sistema nervioso central; sin embargo, desarrollan defectos cardiovasculares congénitos que
provocan la muerte perinatal del animal (Feiner et al., 2001).
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3.3. Receptores de Semaforinas secretables

3.3.1. Neuropilinas

Neuropilina 1 (Npl) fue inicialmente identificada a finales de los afios 80 (seis afios antes del
descubrimiento de la primera semaforina) como la proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal
Mab-AS, que marcaba mayoritariamente el neuropilo (de ahi su nombre) en el tectum 6ptico de Xenopus
(Fujisawa, 2004). Mas tarde, fue definida por dos estudios simultaneos como un receptor de Sema3A
(He y Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997). Al mismo tiempo fue aislado otro miembro de las
Neuropilinas, Neuropilina 2 (Np2), a partir de secuencias de Neuropilina 1 conservadas durante la
evolucion (figura 11) (Chen et al., 1997; Kolodkin et al., 1997).
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Figura 11. Complejos receptores para la familia de las Semaforinas.

Las Plexinas unen Semaforinas (SEMAs) y pueden formar complejos receptores con Neuropilinas (NP1/2), moléculas de
adhesion celular como L1 (L1-CAM), receptores tirosina-quinasa como Otk, receptores Met y Ron (que forman parte de la familia de los
receptores para proteinas “Scatter” (SFR)), y receptores de VEGF (VEGFR). Neuropilinas son coreceptores de semaforinas secretables y
VEGF. Integrina B1 participa en la sefial de Sema7A. CD72 es un receptor de baja afinidad de Sema4D. GPI: molécula glucosil-fosfatidil-
inositol. TM: transmembrana (adaptado de Tamagnone y Comoglio, 2004).

3.3.1.a) Funciones de Neuropilinas en el sistema nervioso

Npl y Np2 unen y participan en la sefial de semaforinas clase 3 (Feiner et al.,, 1997; He y
Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997; Takahashi et al., 1998). Sin embargo, ni Npl ni Np2
pueden unir la semaforina secretable de invertebrados Sema2a, ni tampoco la semaforina
transmembrana de vertebrados Sema6A, por lo que se considera a las neuropilinas receptores especificos
de la clase 3 de semaforinas (Chen et al., 1997). Ambas neuropilinas se expresan en determinados
lugares del sistema nervioso central y periférico segiin un patrén regulado durante su desarrollo (Chen et
al., 1997; Kawakami et al., 1996), y su alteracion genética produce anomalias en distintos nervios que
incluyen defasciculacion, excesiva extension axonal o ausencia de determinadas proyecciones (Chen et
al., 2000a; Giger et al., 2000; Kitsukawa et al., 1997; Kitsukawa et al., 1995). Por lo tanto, las
neuropilinas intervienen en el desarrollo del sistema nervioso como parte del complejo receptor que
transduce las acciones de Semaforinas secretables.

Previamente a su identificaciéon como receptor de semaforinas, Npl habia sido descrita como
una molécula de adhesion celular independiente de Ca+2, que expresada en una linea celular
fibroblastica producia agregacion celular. A lo largo de su camino hasta el bulbo olfativo, los axones
olfativos de Xenopus son paulatinamente segregados en dos grupos segun su expresion mayoritaria de
Npl o plexina, y axones retinales de Xenopus que expresan Npl y que han sido transplantados en la
zona dorsal del embrion, tienden a crecer siguiendo tractos de fibras sensoriales Np1-positivas (Fujisawa
et al., 1997). Teniendo en cuenta el fenotipo del animal que sobreexpresa Npl (Kitsukawa et al., 1995),
en el que varios nervios estan defasciculados o generan brotes en lugares inapropiados, el conjunto de
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datos apunta a que Npl durante el desarrollo neuronal podria funcionar en fasciculacion y guia axonal
como una molécula de adhesion celular, regulando la interaccidon axon-axén o axon-célula de forma
homofilica (Chen et al., 1998) o heterofilica (Fujisawa et al., 1997).

VEGF como ligandos para Neuropilinas. Tras las semaforinas, un afio mas tarde fueron
identificados nuevos ligandos para las neuropilinas: los miembros de la familia VEGF, factores
angiogénicos esenciales en la formacion del sistema vascular y en angiogénesis tumoral (Gluzman-
Poltorak et al., 2000; Gluzman-Poltorak et al., 2001; Guttmann-Raviv et al., 2006; Soker et al., 1998).
Npl y Np2 unen varios miembros de la familia VEGF con afinidades parecidas a las de semaforinas
(Gluzman-Poltorak et al., 2000; Kitsukawa et al., 1995; Soker et al., 1998), ¢ interaccionan con
VEGFRI1 y 2, ambos receptores de VEGF (Gluzman-Poltorak et al., 2001; Soker et al., 1998; Whitaker
et al., 2001). In vitro, VEGF pueden, a través de neuropilinas y/o VEGFR, influir en diversas funciones
celulares del sistema nervioso: VEGF bloquean el colapso de axones DRG producido por Sema3A
(Miao et al., 1999), inhiben la repulsion y apoptosis generadas por Sema3A en una linea neuronal
(Bagnard et al., 2001), y tienen un efecto quimioatractivo sobre neuronas de nucleos faciales (Schwarz
et al., 2004); los ratones deficientes en Np!/ y en VEGFI165 comparten defectos en la migracion
tangencial de neuronas de niicleos faciales que no muestran las distintas cepas de ratones mutantes en
distintas semaforinas secretables (Schwarz et al., 2004). VEGF estimula in vitro el crecimiento neuritico,
asi como la proliferacion y supervivencia de neuronas y glia (Rosenstein y Krum, 2004), y datos in vitro
e in vivo han demostrado que VEGF pueden jugar un papel en procesos regenerativos, aumentando la
supervivencia, proliferacion y migracion de células de Schwann, o ejerciendo un efecto neuroprotector
(Rosenstein y Krum, 2004).

3.3.1.b) Estructura de Neuropilinas

Npl esta formada por dos dominios homoélogos a la proteina del complemento C1 (dominios
CUB, al y a2), dos dominios homologos a factores de coagulacion V y VIII (dominios bl y b2), un
dominio MAM, un dominio transmembrana y una corta region citoplasmatica altamente conservada
entre distintas especies (He y Tessier-Lavigne, 1997). La region intracelular no contiene dominios
funcionales reconocibles, aunque puede interaccionar con el dominio PDZ de la proteina Nip, que
posiblemente actia como adaptador acoplando Np1 al trafico de membrana celular (Cai y Reed, 1999).

Aunque comparte s6lo un 44% de homologia general con Npl, Np2 tiene su misma estructura
(Giger et al., 1998b). Las diversas isoformas de Np2 descritas fueron clasificadas en dos grupos: Np2(a0)
o0 Np2, y Np2(b0). Ambos grupos difieren entre si en el AA 809, situado entre los dominios MAM y
transmembrana, y entre ellos solamente existe un 10% de homologia en sus dominios transmembrana y
citoplasmatico. E1 AA 809 es punto en comin de inserciones que definen varias isoformas en cada
grupo: tres inserciones de 5, 17 y 22 (5+17) AA en el grupo a0, y una insercion de 5 AA en el grupo b0.
La expresion de los dos grupos de isoformas esta regulada durante el desarrollo: en el embrion a edades
tempranas solo se detectan las isoformas a, mientras que en el ratén adulto se detectan isoformas a y b
(Chen et al., 1997).

Existen varias formas truncadas de Npl (sNpl), que debido a un proceso de splicing alternativo
contienen Unicamente sus dominios extracelulares a y b y son por tanto solubles. Todas las formas sNpl
se expresan in vivo de forma natural en distintos o6rganos incluido el cerebro, asi como en tejido
canceroso y en lineas celulares de origen tumoral. sNpl une VEGF165 y Sema3A con afinidades
semejantes, y pueden antagonizar la sefial de VEGF a través de Npl, actuando por ejemplo como
agentes antitumorales (Cackowski et al., 2004; Gagnon et al., 2000).

Los distintos dominios de las neuropilinas participan en sus funciones de forma especifica:

- los dominios al/a2 (CUB) y bl (CV/VIII) intervienen en la unién a semaforinas: ambos
dominios pueden unir el dominio basico C-terminal de semaforinas, mientras que la interaccion del
dominio al/a2 con los dominios Sema-Ig de semaforinas determina la especificidad de unién de
neuropilina hacia una semaforina concreta (Chen et al., 1998; Feiner et al., 1997; Giger et al., 1998b; Gu
et al., 2002; Nakamura et al., 1998; Renzi et al., 1999).

- el dominio bl es el punto de uniéon de VEGFs (Gu et al., 2002), y Sema3A compite con
VEGF165 por su union a Npl (Gu et al., 2002).
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- dos secuencias homologas en cada uno de los dos dominios b son responsables de la actividad
de adhesion celular de Npl, y estas secuencias no intervienen en su unioén a otros ligandos o receptores
(Shimizu et al., 2000).

- el dominio MAM interviene en la oligomerizacion de neuropilinas, formando multimeros
homogéneos (Npl o Np2) o heterogéneos (Npl y Np2), y junto con el dominio al/a2 resulta necesario
para la funcion de Sema3A (Chen et al., 1998; Giger et al., 1998b; Renzi et al., 1999).

- el dominio intracelular de neuropilinas no es necesario para la funcién de semaforinas
(Nakamura et al., 1998); por lo tanto, existe otro u otros elementos en el complejo receptor de
semaforinas capaces de transducir su sefial a nivel intracelular, y ese papel lo cumple la familia de las
Plexinas (ver mas abajo). Sin embargo, las neuropilinas son capaces de sefializar mediante su dominio
intracelular cuando, en una forma quimera, unen EGF estimulando la migracion celular (Guttmann-
Raviv et al., 2006).

3.3.1.c) Especificidad de semaforinas por neuropilinas

Existe diversidad en cuanto a la presencia de neuropilinas en el complejo receptor de las
distintas semaforinas clase 3:
- Sema3A une tnicamente Npl in vitro, y Npl, pero no Np2, participa en la respuesta repulsiva
axonal mediada por Sema3A (Chedotal et al., 1998; Chen et al., 1997; Chen et al., 1998; Giger et al.,
1998b; Kolodkin et al., 1997; Takahashi et al., 1998). Este dato es confirmado por la similitud en los
fenotipos neuronales entre los ratones deficientes en Sema34 y Npl (Gu et al., 2003; Kitsukawa et al.,
1997; Renzi et al., 1999; Taniguchi et al., 1997). Por lo tanto, Npl constituye al menos en parte el
receptor de Sema3A.
- Sema3F une Np2 con mayor afinidad que Npl. Sin embargo, solamente Np2 permite la
transduccion de la sefial repulsiva de Sema3F (Chedotal et al., 1998; Chen et al., 1997; Chen et al., 1998;
Giger et al., 1998b; Renzi et al., 1999); ademas, el conjunto de defectos observados en el ratdn mutante
Sema3F constituyen una fenocopia del mutante Np2 (Chen et al., 2000a; Giger et al., 2000; Sahay et al.,
2003). Por lo tanto, al menos parte del receptor de Sema3F esta formado por Np2.
— Sema3C une Npl y Np2; datos in vitro e in vivo demuestran la participacion de ambas
neuropilinas en la respuesta axonal ante Sema3C, y se ha propuesto que el receptor de Sema3C contenga
heterodimeros Np1-Np2 o bien homodimeros Np2 (Chen et al., 1997; Chen et al., 1998; Giger et al.,
2000; Renzi et al., 1999; Takahashi et al., 1998; Takahashi y Strittmatter, 2001). Sin embargo,
evidencias experimentales in vitro e in vivo sugieren que cualquiera de las dos neuropilinas puede
funcionar como receptor de Sema3C (Feiner et al., 2001; Gitler et al., 2004; Gu et al., 2003; Rohm et al.,
2000a). Ademas, Sema3C puede actuar como antagonista de Npl y como agonista de Np2 (Takahashi et
al., 1998)
- Sema3B puede unir Npl y Np2; al igual que Sema3C, se ha postulado que el receptor de
Sema3B est¢ formado por heterodimeros Npl-Np2 u homodimeros Np2 (Takahashi et al., 1998).
Existen evidencias de que Np2 interviene en la funcién de Sema3B (Julien et al., 2005), y los ratones
deficientes en Sema3B y en Np2 tienen la comisura anterior defectuosa (Feiner et al., 2001; Julien et al.,
2005). Ademas, al igual que Sema3C, Sema3B puede actuar como antagonista de Npl y como agonista
de Np2 (Takahashi et al., 1998). Sin embargo, un reciente estudio cuestiona las anteriores suposiciones,
al mostrar en un sistema de expresion heterélogo que Sema3B no une neuropilinas (Gu et al., 2005).
- Sema3E une Npl in vitro (Feiner et al., 1997), aunque un reciente estudio lo cuestiona al
demostrar que Sema3E no une Npl ni Np2 expresados en un sistema heterdlogo, y que los puntos de
unién in vivo de Sema3E desaparecen en el ratdon deficiente en PlexD1, pero se mantienen basicamente
igual en los mutantes npI**™ y Np2 (Gu et al., 2005).
- Sema3D une Npl in vitro (Feiner et al., 1997); in vivo, las respuestas repulsivas mediadas por
Sema3D son transducidas por Npl, mientras que en las respuestas atractivas intervienen heterodimeros
Npl-Np2 (Wolman et al., 2004).
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3.3.1.d) Estudios in vivo: ratones mutantes

Varios ratones mutantes en Neuropilinas han sido generados con el objetivo de estudiar su
funcion in vivo:
- el raton de sobreexpresion de Npl (bajo el promotor de Nestina) presenta anormalidades en el
sistema cardiovascular que son causa probable de su letalidad a edades embrionarias tempranas; también
desarrolla alteraciones en el sistema nervioso periférico y central, asi como excesivo crecimiento
cartilaginoso en las extremidades. Estas anomalias son atribuidas a la capacidad de union
homo/heterofilica de Npl, que expresada en exceso podria alterar la correcta interaccion entre axones y
células endoteliales con su entorno mesenquimatico (Kitsukawa et al., 1995).
- El raton deficiente en Npl muere a edades embrionarias tempranas, debido a alteraciones
cardiovasculares (Kitsukawa et al., 1997). Los animales mutantes presentan defectos en el sistema
nervioso periférico similares a los observados en una de las lineas de ratones mutantes Sema3A
(Taniguchi et al., 1997): defasciculacion, excesiva extension axonal, axones que rebasan la region diana.
Junto con el hecho de que sus axones pierden la capacidad de colapso ante Sema3A, los datos apuntan a
que, in vivo, la accidon quimiorepulsiva de Sema3A es mediada a través de Np1; la presencia de Sema3A
en el tejido que rodea a los axones periféricos restringiria el crecimiento de éstos (evitando la
defasciculacion) y canalizaria su trayectoria (Kitsukawa et al., 1997). Sin embargo, las proyecciones del
sistema nervioso central estudiadas (proyeccion de DRG en la médula espinal) no muestran anomalias, a
diferencia de lo observado en otra de las lineas deficientes en Sema3A4 (Behar et al., 1996).
- Aparte de las anomalias en el sistema nervioso, el raton deficiente en Np/ también presenta
alteraciones cardiovasculares que producen la muerte del animal a edades embrionarias muy tempranas.
Presenta vascularizacion deficiente del sistema nervioso central (que provoca la muerte neuronal y la
destruccion del tejido), defectos en el desarrollo de las arterias de los arcos branquiales y de las grandes
venas (entre ellos, la ausencia de la arteria del 4° arco branquial, que también se observa en el mutante
Sema3C (Feiner et al., 2001)), truncus arteriosus persistente (defecto congénito en el que la arteria
pulmonar y la aorta no se separan completamente), presente también en el mutante Sema3C (Feiner et al.,
2001), y anormal organizacién de la red vascular en la bolsa embrionaria (Kawasaki et al., 1999). Por lo
tanto, Npl es in vivo parte del receptor de Sema3C, al menos en determinados aspectos del desarrollo
cardiovascular.
- El raton mutante NpI5™ (en el que la sustitucion de 7 AA en dos bucles hidrofobicos del
dominio extracelular CUB de Npl impide su union a Sema3A, Sema3C y Sema3F, pero no de
VEGF165) permite averiguar qué funcion in vivo de Npl es debida a la accion de Sema3A. Este animal
es una fenocopia parcial del raton deficiente en Sema3A: presenta defasciculacion y extension axonal
anormal en nervios periféricos, asi como terminaciones entorrinales aberrantes y proyecciones
sensoriales a la medula espinal erroneas (Behar et al., 1996; Taniguchi et al., 1997). Estos resultados
demuestran que, in vivo, Np1 es un receptor de Sema3A. Sin embargo, el animal Np/>™ muestra otros
defectos neuronales que no comparte con ninguna de las dos lineas de ratones deficientes en Sema3A,
que afectan al cuerpo calloso o a las proyecciones del oido interno entre otros; por lo tanto, otras
semaforinas secretables con capacidad de union a Npl pueden in vivo funcionar a través de Npl (Gu et
al., 2003).
- En el ratén mutante deficiente en Np/ unicamente en células endoteliales (NpI<““™) se observan
severas alteraciones en la vasculatura sistémica (que posiblemente expliquen la letalidad embrionaria del
animal) y cerebral, anomalias que no muestra el mutante NpI**™ ; por lo tanto, in vivo la funcién de
Npl en el desarrollo de la vasculatura es debida a su uniéon con VEGF165, y no con semaforinas (Gu et
al., 2003). El ratén mutante Np/““*“"® también tiene un corazon anémalo: presenta truncus arteriosus
(defecto congénito en el que la arteria pulmonar y la aorta no se separan completamente), y dilatacion
auricular entre otros defectos. Mientras que el raton NpI®™ no presenta truncus arteriosus, este
mutante junto con el deficiente en Sema34 (Behar et al., 1996) si comparten con el animal Np/“““ la
dilatacion auricular. Por lo tanto, en la correcta separacion de la arteria pulmonar y aorta interviene
VEGF165 y Sema3C (cuya supresion genética también produce truncus arteriosus persistente (Feiner et
al., 2001)), mediante su interaccion con Npl especificamente en células endoteliales; mientras que en el
desarrollo auricular participa la sefial de Sema3A y VEGF165 a través de Npl también en células
endoteliales (Gu et al., 2003).
- Tanto el raton NpI<““™ como el deficiente en Sema3C presentan fruncus arteriosus, y este
defecto cardiaco también aparece en el raton doble mutante en NpI ™ y Np2 (NpI>*™ :Np2™). Sin
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embargo, no se observa en los ratones NpI ™ y Np2™", por lo que se concluye que, in vivo, la accién de
Sema3C en el desarrollo cardiovascular es mediada por un complejo receptor que contiene ambas
neuropilinas (Gu et al., 2003).

- El raton doble mutante NpI*™ ;Np2” y el raton mutante NpI““"® desarrollan una anémala
septacion del ventriculo (Gu et al., 2003). Por lo tanto, en la formacion del septo ventricular interviene la
sefalizacion especificamente en células endoteliales de VEGF165 a través de Npl y de otros ligandos
que incluyan Npl y Np2 en su complejo receptor (por ejemplo, algunas semaforinas secretables:
Sema3B o Sema3D).

- Se generaron independientemente dos lineas de ratones deficientes en Np2. Ambas presentan
defectos neuronales: desorganizacion de nervios craneales y espinales en el sistema periférico, y
extension anomala de la proyeccion musgosa en el hipocampo, ausencia de las dos ramas de la comisura
anterior, y alteraciones severas en el fasciculo retroflexo (proyeccion talamica) en el sistema central; los
defectos en el sistema periférico son complementarios a las del mutante Np/. Sin embargo, ninguna de
las dos lineas muestra defectos cardiovasculares (Chen et al., 2000a; Giger et al., 2000). El fenotipo de
ambos ratones es practicamente idéntico al del raton deficiente en Sema3F (Sahay et al., 2003), por lo
que, in vivo, Np2 es un receptor de Sema3F en su accion en el sistema nervioso.

- El raton doble mutante Npi;Np2 muere a edades muy tempranas (ES8.5) con severas alteraciones
vasculares (ausencia de vascularizacion en el saco embrionario, vascularizacion anormal en el embrion y
desarrollo embrionario deficiente), que en general resultan mas graves que las observadas en el raton
deficiente en Npl (Kawasaki et al., 1999); la supresion del gen Np2, sin embargo, no produce defectos
en el sistema cardiovascular (Chen et al., 2000a; Giger et al., 2000). El fenotipo del raton doble mutante
Npl;Np2 se parece al de los ratones mutantes VEGFR2 y VEGF (ambos con letalidad embrionaria a
partir de E8.5), pero no se observan alteraciones vasculares parecidas en ningin mutante de semaforinas
clase 3. Por lo tanto, el conjunto de evidencias permiten concluir que tanto Np1 como Np2 participan en
las primeras etapas de angiogénesis (Suchting et al., 2005) y lo hacen a través de VEGF, mientras que
durante el desarrollo cardiovascular intervienen en la sefial de semaforinas (Takashima et al., 2002).

3.3.2. Plexinas

Las Plexinas fueron descritas junto con las Neuropilinas, seis afios antes de que se descubriera la
primera semaforina. Se le llamo Plexina a la glucoproteina reconocida por un anticuerpo monoclonal
(Mab-B2) que, en el tectum optico y la retina de Xenopus, marcaba principalmente las capas plexiformes
(de ahi su nombre) (Fujisawa, 2004). Se describi6 a la primera plexina clonada como una molécula de
adhesion celular homofilica dependiente de Ca+2 (Ohta et al., 1995); teniendo en cuenta que Plexina
esta implicada en la formacion de capas plexiformes en la retina (Ohta et al., 1992), y que en varios
nervios los axones son segregados segun si expresan Neuropilina o Plexina, se sugirié un posible papel
para Plexina (y también para Neuropilina) en contactos especificos entre axones, promoviendo su
fasciculacion (Ohta et al., 1995; Satoda et al., 1995). Mas tarde, se descubrio que Plexina era un receptor
de semaforinas (figura 11): en Drosophila, PlexA une las semaforinas transmembrana Sema la y 1b
produciendo repulsion y fasciculacion axonal (Winberg et al., 1998b), y la unién de Sema3A al
complejo Np1-PlexAl genera contraccion celular (Takahashi et al., 1999).

3.3.2.a) .Estructura y funcion

Las Plexinas se agrupan en cuatro categorias segin su semejanza estructural: A, B, C, D.
Existen dos plexinas de clase A y B identificadas en invertebrados (PlexA, PlexB) y nueve en
vertebrados: cuatro de clase A, tres de clase B, una de clase C y una de clase D. Todas ellas son
proteinas transmembrana tipo I que, ademas del dominio Sema y tres dominios PSI (rasgos
caracteristicos de la superfamilia de las Semaforinas a la cual pertenecen) contienen en su region
extracelular tres dominios IPT. La clase B tiene ademas un dominio de proteolisis por convertasas, que
permite liberar su ectodominio y formar heterodimeros cuya union a semaforinas es mayor. En su region
intracelular hay un dominio de aprox. 600 AA llamado SP, altamente conservado en la familia de las
Plexinas, que no presenta homologia con ningtin otro dominio proteico, pero que incluye varios residuos
tirosina fosforilables Este dominio se divide en los subdominios C1 y C2, que muestran elevada
similitud con proteinas GAP para pequenas GTPasas (Negishi et al., 2005a). Ambos subdominios C1 y
C2 se encuentran separados por una region bisagra que a su vez contiene un dominio de union a
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Figura 12. Semaforinas y Plexinas.

Existen 8 clases de semaforinas y 4 tipos de plexinas, y todas ellas se
caracterizan por la presencia del dominio Sema. Ademads, las semaforinas incluyen los
dominios PSI (Plexin-Semaphorin-Integrin), Ig (Immunoglobulina), trombospondina y de
uniéon a PDZ. Las plexinas contienen también dominios adicionales: PSI, IPT (Ig-like,
Plexins and Transcription factors), de union a GTPasa y un dominio GAP (GTPase-
Activating Protein). Algunas plexinas tienen también un dominio de unién a PDZ y puntos
de protedlisis por convertasas. Las flechas indican interacciones entre semaforinas y
plexinas, y las etiquetas en las flechas, la o las semaforinas que interaccionan con una
plexina determinada; si las etiquetas son azules, significa que aquella semaforina requiere la
presencia de Npl (azul oscuro) o Np2 (azul claro) en su complejo receptor (adaptado de
(Kruger et al., 2005)

GTPasas o dominio CRIB.
Ademas, la clase B cuenta con un
dominio de unién a proteinas con
dominios PDZ (Kruger et al.,
2005; Tamagnone et al., 1999).
Las plexinas son receptores que
unen y a la vez transducen la
sefal de la familia de las
semaforinas exceptuando la clase
3 (figura 12) (Kruger et al., 2005;
Tamagnone et al., 1999).

Las semaforinas
secretables de vertebrados (clase
3) no unen directamente plexinas
A (PlexAl, A2, A3), plexinas B
(PlexB1, B2), ni PlexC1 (Rohm
et al.,, 2000a; Tamagnone et al.,
1999); la clase 3 de semaforinas
es la tnica que puede unir
neuropilinas (Chen et al., 1997),
pero el dominio intracelular de las
neuropilinas no pueden transducir
su sefial (Nakamura et al., 1998),
por lo que es necesario otro
elemento en el complejo receptor
de semaforinas clase 3. En ese
sentido, las tres plexinas de la
clase A, junto con PlexB1 pueden
interaccionar mediante el dominio
Sema con la region extracelular
de neuropilinas, siendo sus puntos
de unién a neuropilinas distintos a
los de las semaforinas (ya que,
aunque semaforinas y plexinas
tengan un dominio Sema, no
compiten entre ambas por su
union a neuropilinas) (Rohm et
al., 2000a; Takahashi et al., 1999;
Tamagnone et al., 1999). La
asociacion  plexina-neuropilina
altera la union con su ligando: un
estudio indica que el complejo

Npl/PlexAl aumenta la afinidad (Kd) por Sema3A respecto a Npl (Takahashi et al., 1999), mientras
que, en la misma situacién experimental, otro estudio obtiene un aumento de los puntos de union (Bmax)
(Rohm et al., 2000a). Ademas, el complejo Neuropilina/Plexina induce una respuesta celular ante
Sema3A y Sema3F, y la region intracelular de distintas plexinas es capaz de inducir repulsién o colapso.
Por lo tanto, se puede concluir que el receptor de semaforinas clase 3 lo componen Neuropilinas, que las
unen, y Plexinas, que transducen su sefial (Cheng et al., 2001; Nakamura et al., 1998; Rohm et al., 2000a;
Takahashi et al., 1999; Takahashi y Strittmatter, 2001; Tamagnone et al., 1999).

Las Plexinas poseen una actividad constitutiva que mantienen autoinhibida gracias a la
interaccion de su dominio Sema con la parte carboxilo de su misma region extracelular; la union de
semaforinas al complejo plexina-neuropilina produce un cambio de conformaciéon que permite separar el
dominio Sema del resto de la region extracelular de plexina, lo que activa la via de sefializacion que
termina generando una respuesta en la célula (Takahashi y Strittmatter, 2001).
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3.3.2.b) Plexinas como componente del complejo receptor de semaforinas clase 3

Los datos obtenidos hasta la fecha indican que plexinas A y D forman junto con neuropilinas un
complejo receptor que une semaforinas clase3 y transduce su sefal:
- in vitro, Np1 interacciona con PlexAl y A2; en ambos casos el complejo formado transduce la
sefial de Sema3A produciendo una respuesta celular, y para ello es necesaria la region citoplasmatica de
PlexAl y A2 (Rohm et al., 2000a; Takahashi et al., 1999; Takahashi y Strittmatter, 2001; Tamagnone et
al., 1999). In vitro, PlexA3 y A4 intervienen en mayor o menor medida en la respuesta repulsiva ante
Sema3A, aunque parece que es PlexA4 preferentemente la que forma junto a Npl el receptor de
Sema3A (Cheng et al., 2001; Suto et al., 2005; Yaron et al., 2005); sin embargo, in vivo la contribucion
de PlexA3 y A4 en la sefial de Sema3A depende del tipo neuronal (Yaron et al., 2005). Sema3A también
puede unir un receptor formado por Npl y PlexD1 (Gitler et al., 2004), y la sefial de Sema3A a través de
PlexD1 es necesaria in vivo en el desarrollo vascular (Gitler et al., 2004; Torres-Vazquez et al., 2004).
En resumen, PlexA1-A4 y PlexD1 pueden formar parte, junto con Np1, del receptor de Sema3A.
- La interaccion Np2/PlexAl aumenta la afinidad de Sema3F respecto a Np2, y complejos
formados por Np2 y PlexAl o A2 producen la contraccion celular (Takahashi et al., 1999; Takahashi y
Strittmatter, 2001). In vitro, PlexA3 y A4 estan implicadas en la sefial de Sema3F, aunque parece que el
receptor de Sema3F esta formado por Np2 y PlexA3 preferentemente (Cheng et al., 2001; Suto et al.,
2005; Yaron et al., 2005); sin embargo, in vivo PlexA3 y A4 participan en la accion de Sema3F
dependiendo del tipo neuronal (Yaron et al., 2005). Por lo tanto, el receptor de Sema3F estd compuesto
por Np2 junto con cualquiera de las cuatro plexinas clase A.
- La union del complejo Np1/PlexA1l a Sema3C es menor respecto a Sema3A, por lo que parece
que la presencia de PlexAl permite discriminar entre Sema3C y Sema3A, siendo Sema3A el ligando
preferente (Rohm et al., 2000a). Los complejos formados por Np1/PlexA2, Np2/PlexA2 o Np2/PlexB1
unen Sema3C mejor que Npl, Np2 o Np2/PlexAl (Rohm et al., 2000a). La expresion de PlexD1 junto
con Npl o Np2 aumenta la uniéon de Sema3C respecto a neuropilinas (Gitler et al., 2004), y durante el
desarrollo cardiaco parece ser necesaria la accion de Sema3C a través de PlexD1 (Gitler et al., 2004) y
de PlexA2 (Brown et al., 2001). El resumen de datos indica que el receptor de Sema3C lo constituyen: a)
neuropilinas (heterodimeros Npl y 2, o bien homodimeros Npl/Np2), y b) plexinas (PlexD1 o
cualquiera de las plexinas clase A excepto PlexAl, cuya presencia disminuye la uniéon de Sema3C por
su receptor).
- Determinados defectos observados en los animales deficientes en PlexA3, PlexA4 o en los
dobles mutantes (extension axonal aberrante en la region ocular y en las extremidades) podrian ser
debidos a la sefializacion de plexinas independiente de neuropilinas (Yaron et al., 2005).
- Un reciente estudio muestra que PlexD1 es capaz de unir Sema3E independientemente de
neuropilinas, y transducir su sefial durante la formacion de la vasculatura (Gu et al., 2005).

3.3.3. Otros receptores de semaforinas secretables

3.3.3.a) VEGFR

Las neuropilinas pueden interaccionar directa o indirectamente con los receptores tirosina-
quinasa de factores de crecimiento vascular (VEGFR) para transducir la sefial de sus dos ligandos,
semaforinas y VEGFs, en neuronas y células endoteliales in vitro (figura 11). Asi, la unién de VEFG165
a Npl estimula la unién de VEGF165 a su receptor VEGFR2 (KDR/Flk1) (Soker et al., 1998), y
Sema3A y VEGF165 compiten funcionalmente por unir Npl (Miao et al., 1999). Np1l une solamente la
forma VEGF165 (de 165 AA), y posiblemente la presencia de Npl sea la causa de la diferencia de
actividad entre VEGF165 y formas mas cortas, como VEGF121: al no poder unir el complejo Npl-
VEGFR2, VEGF121 no resulta tan eficaz como VEGF165 en activar a su receptor VEGFR2 (Fuh et al.,
2000; Whitaker et al., 2001). Np1 y VEGFR2 no interaccionan directamente, sino que VEGF165 hace
de puente entre ambos receptores presentes en la misma célula (cis) o en tipos celulares distintos (trans),
uniendo Npl a través del dominio codificado por el exon 7, y VEGFR2 a través del dominio en el exon
4; al no tener ex6n 7, la forma de 121AA no puede unir Npl, y por tanto no puede formar el complejo
ternario Np1-VEGF-VEGFR2 (Soker et al., 2002). Np2 puede unir VEGF165 con afinidad parecida a la
de Npl, y al igual que Np1, no puede unir VEGF121; sin embargo, y a diferencia de Np1, si puede unir
VEGF145 (una forma que no incluye el exon 7) (Gluzman-Poltorak et al., 2000). Np1 y Np2 pueden
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formar un complejo con otro receptor de VEGFs, VEGFR1 (Fltl), y esa interaccion permite la union de
VEGF121 a Np2 y Npl (que no unen dicha isoforma sin la presencia de VEGFR1) (Gluzman-Poltorak
et al., 2001), pero bloquea la union de VEGF165 con Np1; por lo tanto, VEGFR1 podria actuar como un
regulador negativo de la sefial mediada por Np1-VEGF165 (Fuh et al., 2000). El analisis de animales
con supresiones génicas demuestran la co-participacion de semaforinas, VEGFs, y neuropilinas en
determinados procesos del desarrollo cardiovascular in vivo: la formacion del septo que separa arteria
pulmonar y aorta, la formacion del septo ventricular y el desarrollo auricular (Gu et al., 2003); teniendo
en cuenta que en la mayoria de los casos, las neuropilinas son incapaces por si mismas de activar vias
intracelulares de sefializacion (Guttmann-Raviv et al., 2006; Nakamura et al., 1998), es factible suponer
que en el desarrollo cardiovascular los receptores VEGFR actien como cofactores de neuropilinas.

3.3.3.b) Moléculas de adhesion celular: L1 vy NrCAM

L1, una glucoproteina transmembrana de la superfamilia de las immunoglobulinas que es
ademas una molécula de adhesion celular, regula el crecimiento neuritico mediante interacciones
homofilicas y heterofilicas. En el hombre se han descrito varias mutaciones en el gen L/ asociadas al
sindrome MASA ligado al cromosoma X, caracterizado por un conjunto de alteraciones neurologicas
que tienen en comun el desarrollo anormal de las principales vias corticales decusativas; en ese sentido,
el modelo animal de dicho sindrome, generado mediante la supresion del gen LI, presenta entre otros
defectos, una proyeccion cortical que no decusa (Castellani et al., 2000). L1 interacciona con Npl, pero
no con Np2, a través de sus respectivos dominios extracelulares, y axones corticales provinentes del
animal deficiente en L/ pierden la capacidad de respuesta repulsiva ante Sema3A, aunque contindan
siendo repelidos por Sema3B o Sema3E; ademas, la coexpresion de Npl y LI es capaz de producir una
respuesta celular ante Sema3A, la misma que producen Npl y Plexinas. Por lo tanto, puede existir un
complejo receptor de Sema3A alternativo a Npl-Plexina, que incluiria a Np1, que une Sema3A, y L1,
que transduce su sefial (Castellani et al., 2000; Castellani et al., 2004). L1 produce la internalizacion del
complejo Npl-L1 en presencia de Sema3A, hecho que puede estar relacionado con la pérdida de
adhesividad temporal necesaria para la respuesta de colapso o de repulsion, siendo L1 parte de la familia
de moléculas de adhesion celular (CAM), o bien puede contribuir a la respuesta de Sema3A por reciclaje
de su receptor (Castellani et al., 2004). Np1 puede unir L1 en cis y en trans de forma simultanea, y la
interaccion L1-Npl en trans estimula la sintesis de 6xido nitrico y con ello el aumento del nivel de
c¢GMP, lo que da lugar a la reversion de la respuesta a Sema3A de repulsion a atraccion. Teniendo en
cuenta que el cambio a atraccion puede suceder in vivo, mediante la interaccion en trams con L1
transmembrana o bien con L1 soluble previamente proteolizada en un punto cercano a su dominio
transmembrana, L1 podria actuar como un modulador de la respuesta celular ante una fuente de Sema3A
durante el proceso de guia neuronal (Castellani et al., 2002).

Ademas de L1, otro miembro de la familia L1 de proteinas de adhesion celular, NrCAM, esta
implicado en la acciéon de semaforinas secretables; NrCAM se asocia con Np2 y aunque no une
directamente semaforinas, es necesario en las respuestas tanto atractivas como repulsivas de Sema3B y
Sema3F. Por lo tanto, NrCAM es un coreceptor de Np2 que transduce la sefial de semaforinas y que, in
vivo, interviene junto con Np2, Sema3B y Sema3F en determinados aspectos de la formacion de la
comisura anterior (Julien et al., 2005).

3.3.3.c) Integrinas

Existen evidencias de que la accion de semaforinas clase 3 a través de sus receptores puede
interferir en la sefial de integrinas. Ensayos in vitro demuestran que tanto la presencia de Sema3A o
Sema3F exdgenas como la supresion de la funcion de neuropilinas y plexinas en células endoteliales
inhiben la adhesion al substrato, la extensiéon y la migraciéon dependientes de integrinas; la
sobreexpresion de Sema3A o la supresion de la funcion de sus receptores in vivo produce anomalias de
vascularizacion en embriones de pollo (Serini et al., 2003). Por lo tanto, las semaforinas clase 3 pueden
ejercer de forma autocrina un efecto inhibitorio sobre la funcion de integrinas en células endoteliales, lo
que permite in vivo la correcta maduracion de la vasculatura mediante la regulacion de la adhesion y la
migracion endotelial. La sefial de semaforinas a través de sus receptores interfiere a nivel intracelular,
modificando el estado de activacion de las integrinas (Nakamoto et al., 2004). Este mecanismo de accion
en la regulacion de integrinas es parecido al que ejerce Sema4D, una semaforina transmembrana que, a
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través de su receptor PlexBl, interrumpe el acoplamiento funcional entre la adhesion mediada por
integrinas y el citoesqueleto celular, produciendo el colapso celular e inhibiendo la migracion de las
células (Barberis et al., 2004). Sin embargo, Sema7A, una semaforina anclada a la membrana mediante
una molécula GPI, interacciona con la funciéon de integrinas de un modo distinto: Sema7A une
directamente B1-integrina mediante el dominio RGD presente en Sema7A, y la accidon promotora del
crecimiento axonal de Sema7A sobre neuronas de bulbo olfativo produce en ellas la fosforilacion de las
quinasas Fak y Erk, ambos hechos tipicos de la via de sefializacion de integrinas (Nakamoto et al., 2004).

3.4. Seiializacion intracelular inducida por semaforinas

3.4.1. Adaptacién del cono de crecimiento a Sema3A

Ya se han explicado los procesos de desensibilizacion y posterior resensibilizacion del cono de
crecimiento axonal ante factores quimiotdcticos, que le permiten adaptarse a un gradiente de
concentracion ascendente de dicho factor (ver mas arriba). Al igual que sucede con Netrinal, el cono
axonal se desensibiliza ante Sema3A mediante la endocitosis de su receptor Npl, que recupera su
presencia en la membrana plasmatica durante la resensibilizacion mediante trafico endosomal y sintesis
proteica (Piper et al., 2005). La respuesta repulsiva del axon inducida por Sema3A depende de sintesis
de proteinas a nivel local (de forma independiente del soma), pero no de su degradacion (Campbell y
Holt, 2001).

3.4.2. Nucleotidos ciclicos

Ya se ha comentado que Sema3A, junto con NT3, sefializa a través de vias dependientes de
¢GMP y PKG (dependiente de cGMP), e independientes de la actividad de PI3K y de los niveles de
cAMP y Ca+2 (ver mas arriba,). Segun el nivel de nucleotidos ciclicos en la célula, la respuesta axonal
ante un factor quimiotactico puede ser atractiva o repulsiva (Song et al., 1998). Asi, en axones espinales
de Xenopus expuestos a Sema3A, agonistas de cGMP cambian la respuesta de repulsiéon a atraccion
(Song et al., 1998); el comportamiento de axones retinales de Xenopus ante Sema3A depende de cGMP
(Campbell et al., 2001), y la distribucion asimétrica de la guanilato ciclasa (enzima que sintetiza cGMP),
con presencia mayoritariamente dendritica, puede explicar el hecho de que axones y dendritas se
comporten de forma antagénica ante Sema3A, mostrando repulsion y atraccién respectivamente
(Polleux et al., 2000).

Existen evidencias que relacionan elementos de la via de sefializacion de Sema3A con cambios
en el nivel de cGMP: la interaccion L1-Np1 en trans produce la sintesis de NO y con ello el aumento del
nivel de cGMP, lo que da lugar a la reversion de la respuesta a Sema3A de repulsion a atraccion
(Castellani et al., 2002); y se ha sugerido que la actividad de RhoD, una GTPasa esencial en la funcion
de Sema3A, pueda ser regulada por una proteina GEF dependiente de cGMP (Zanata et al., 2002).

Un reciente estudio afiadié otro elemento regulador del nivel de nucleétidos ciclicos durante la
sefializacion por semaforinas, al sugerir que la proteina de Drosophila Nervy participaba en la sefial de
semaforinas a través de plexinas (Terman y Kolodkin, 2004). Nervy es una proteina Akap (miembro de
la familia MTG) que permite el anclaje de la PKA (dependiente de cAMP) a compartimientos
citoplasmaticos concretos, y mediante varios dominios de unién a proteinas, recluta sustratos de la PKA
entre otros elementos, por lo que facilita su fosforilacion por parte de PKA y la consiguiente activacion
de sefiales intracelulares dependientes de cAMP (Bashaw, 2004). En dicho estudio, Terman y Kolodkin
(Terman y Kolodkin, 2004) muestran que el subdominio intracelular C2 de PlexA de Drosophila une
Nervy, que Nervy se expresa junto con PlexA en neuronas motoras de Drosophila, y que tanto la
sobreexpresion como la supresion génica de Nervy indican que in vivo Nervy acopla PKA con PlexA
para antagonizar la sefal repulsiva de Semala (Terman y Kolodkin, 2004).

Sin embargo, un estudio posterior cuestiona estos resultados (Ice et al., 2005). Este trabajo
demuestra que el anticuerpo usado en Terman y Kolodkin 2004 solamente reconoce algunos miembros
de la familia MTG entre los cuales no estd Nervy, y que un anticuerpo especifico para Nervy tifie
nucleos de neuronas en el sistema nervioso central y periférico de Drosophila, pero no axones. De ese
modo, Ice y colaboradores inciden en el hecho ya conocido de que la familia de proteinas MTG se
localizan en el nucleo celular, donde actlian como represores en la transcripcidn, y apuntan a que los
fenotipos mutantes debidos a la manipulacion génica que aparecen en Terman y Kolodkin 2004 sean
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debidos a una expresion génica alterada mas que a la falta de anclaje de la PKA a la membrana
plasmatica, cerca de PlexA (Ice et al., 2005). A falta de més evidencias que clarifiquen el asunto, datos
recientes sugieren que, ademas de cGMP, también cAMP puede regular la respuesta ante semaforinas,
aunque en el caso de cAMP, la accion parece ser la de reprimir la respuesta repulsiva ante semaforinas

mas que convertirla en atractiva (Bashaw, 2004).

3.4.3. GTPasas Rho
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Figura 13. Sefalizacion mediada por PlexAl (a) y por PlexB1 (b).

a) Sin ligando, r-Ras activa estimula la adhesion a la matriz
extracelular a través de integrinas. La union de semaforina a Npl inicia la via de
sefalizacion de PlexAl, cuya actividad GAP (dependiente de Rndl) estimula la
actividad GTPasa intrinseca de r-Ras y, en consecuencia, su inactivacion y la
posterior disminucion de la adhesion a través de integrinas. La cascada de
seflalizacion inducida por PlexAl también produce la activacion de Fyn (que a su
vez activa CdkS) y de Ertk/MAPK. La senalizacion entre PlexAl, Fes y Rac podria
ser bidireccional.

b) La union de Sema4D a PlexB1 activa directamente al receptor. La
actividad GAP (dependiente de Rnd1) estimula la actividad intrinseca de r-Ras,
inactivandola, lo que produce a su vez la inactivacion de Pak. Ademas, la union de
Sema4D a PlexB1 secuestra la forma activa de r-Ras, suprimiendo asi la actividad
de Pak. (adaptado de Kruger et al., 2005)

Ya se ha mencionado la
importancia de la familia de
GTPasas Rho en la regulacion del
citoesqueleto de actina y
microtibulos (ver mas arriba). Al
igual que Netrinal, también Ilas
semaforinas  ejercen su efecto
quimiotactico mediante el control de
algunas GTPasas de la familia Rho:
Racl, RhoA, y Rndl.

Racl. Sema3A activa Racl,
y la forma activa de Racl (ligada a
GTP) une la zona intermedia entre
los dominios intracelulares C1 y C2
de PlexAl; ademas, la actividad de
Racl es necesaria en el proceso de
colapso de axones DRG
desencadenado por Sema3A. El
requerimiento de Racl en colapso
axonal es contradictorio, ya que en
general su accion se asocia a la
extension de la membrana plasmatica
(ver mas arriba); sin embargo, un
estudio resuelve la cuestion al
demostrar que Racl es necesario en
la endocitosis inducida por Sema3A,
un paso esencial durante el colapso
del cono de crecimiento (Negishi et
al., 2005a).

Por otra parte, se ha
observado que semaforinas pueden
también inactivar Racl. Racl-GTP
interacciona con PlexB1 en presencia
de su ligando Semad4D a través del
dominio CRIB situado entre los
dominios Cl y C2 de la region
intracelular de PlexB1 (Vikis et al.,
2000); al unir la forma activa de
Racl, PlexB1 lo secuestra de su
efector Pak, y eso explica porqué es
necesaria la inactivacion de Racl
para que, en neuronas motoras de
Drosophila, PlexB genere repulsion
en respuesta a semaforinas (Hu et al.,
2001; Negishi et al., 2005a). Ademas
la unién de Racl activo a PlexB1
estimula la unién de PlexB1 a su

b
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ligando Sema4D al aumentar la presencia del receptor en la membrana (Vikis et al., 2002).

Por lo tanto, las evidencias apuntan a la existencia de procesos bidireccionales en respuesta a la
interaccion PlexB1-Racl: PlexB1 regula la funcion de Racl apartandolo de la via de sefializacion, y
Racl controla la actividad de PlexB1 regulando la union del receptor a su ligando (Negishi et al., 2005a).

Rho. En Drosophila, RhoA activa o inactiva une PlexB en una zona de su region intracelular
distinta a la zona de unién de Rac1-GTP, y es necesaria la activacion de RhoA en neuronas motoras para
que éstas sean in vivo sensibles al efecto quimiorepulsivo de semaforinas. Por lo tanto, en Drosophila
RhoA y Racl actiian de forma antagonica en la via de sefalizacion mediada porPlexB, siendo RhoA
activada y Racl inhibida (Hu et al., 2001). En vertebrados, inhibidores de RhoA y de Rock suprimen el
colapso axonal producido por Sem4D a través dePlexB1 en neuronas hipocampales cultivadas (Swiercz
et al., 2002). Rock es un efector de RhoA cuya actividad produce la contraccion de la actina, y por tanto
la retraccion de neuritas y el colapso del cono de crecimiento (Negishi et al., 2005a).

Como ya se ha explicado anteriormente, las proteinas GEF activan GTPasas al facilitar el
cambio de GDP por GTP. Dos proteinas GEF especificas de Rho, PDZ-RhoGEF y Larg, contienen
dominios PDZ en su extremo N-terminal y pueden acoplar la activacion de Rho a receptores asociados a
proteinas G. PDZ-RhoGEF y Larg interaccionan in vitro e in vivo con PlexB1 a través de su dominio de
unién a PDZ, situado en su regidn intracelular en el extremo C-terminal. PlexB1 regula la actividad de
ambas proteinas GEF: in vitro, la uniéon de Sema4D al receptor aumenta considerablemente la actividad
de RhoA en presencia de PDZ-RhoGEF/Larg activas, y PDZ-RhoGEF es necesaria para el colapso
axonal inducido por la unién de Sema4D a PlexB1 en neuronas primarias de hipocampo (Swiercz et al.,
2002).

Al igual que Racl, PDZ-RhoGEF facilita la localizacion de PlexB1 en la membrana,
aumentando asi la union del receptor con su ligando Sema4D (Swiercz et al., 2002).

Rnd1. Se caracteriza por su estado permanentemente activo y por su accion antagénica de las
funciones de RhoA y Racl en la célula. Sin embargo, Rndl interviene en la sefial mediada por plexinas
de forma contraria, o sea, estimulando a RhoA; Rnd1 une el dominio CRIB en la regién intermedia entre
los dominios intracelulares C1 y C2 de PlexB1 independientemente de ligando, y esa union estimula in
vitro la interaccion de PDZ-RhoGEF con PlexB1, lo que produce la activacion de RhoA y finalmente la
contraccion celular (Negishi et al., 2005a).

Actividad GAP de plexinas. Los subdominios C1 y C2 de la region intracelular de plexinas
tienen una elevada homologia con proteinas GAP, que inactivan GTPasas al estimular la hidrolisis de
GTP a GDP. Este hecho sugiere que las plexinas podrian tener actividad GAP, por lo que serian capaces
de inactivar GTPasas. Rnd1 interacciona con el dominio CRIB de PlexB1; dicho tindem interacciona a
su vez con la forma activa de r-Ras (perteneciente a la familia Ras de pequefias GTPasas) y, en
presencia de Sema4D, estimula la actividad GTPasa de r-Ras tanto in vitro como in vivo, promoviendo
asi su inactivacion; ademas, tanto la activacion de Rndl como la inactivacion de r-Ras son necesarias
para producir colapso axonal de neuronas primarias de hipocampo en respuesta a Sema4D (figura 13).
Por lo tanto, PlexB1 si puede actuar como una proteina GAP sobre r-Ras, confirmando previas
suposiciones (Negishi et al., 2005a; Oinuma et al., 2004).

La actividad GAP de PlexB1 sobre r-Ras requiere dos pasos (figura 13): primero, la union del
dominio CRIB de PlexB1 a Rndl permite liberar la interaccion entre los subdominios C1 y C2 de
PlexB1 que mantenia su region citoplasmatica en una conformacion cerrada, y asi PlexB1 puede unir r-
Ras-GTP; segundo, la agrupacion entre distintos complejos Rnd1-PlexB1 desencadenada por la union de
Sema4D a PlexB1 estimula la actividad GTPasa de r-Ras, produciendo su inactivacion (Negishi et al.,
2005a).

Las plexinas de clase A también poseen actividad GAP sobre la GTPasa Ras (figura 13). Rndl
une el dominio CRIB que, al igual que en PlexB1, esta presente entre los dos subdominios intracelulares
C1 y C2; la unién de Rnd1 a PlexAl produce el colapso en células Cos independientemente de Npl o
Sema3A, para lo cual son necesarios los dominios C1 y C2 intactos. A diferencia de RhoA y PlexB1,
que no interaccionan directamente (Vikis et al., 2000), RhoD-GTP une PlexAl por la misma zona de
union a Rndl1, y en células Cos inhibe el colapso celular inducido por Sema3A a través de Npl y PlexAl.
Por lo tanto, Rnd1 y RhoD intervienen en la funcion de PlexA1 de forma antagoénica: la union de Rnd1 a
PlexA1l podria promover la actividad Ras-GAP de PlexAl, que resulta imprescindible en la contraccion
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celular inducida por Sema3A, mientras que RhoD bloquea el colapso celular dependiente de Sema3A
posiblemente compitiendo con Rndl por su unidon a PlexAl. Teniendo en cuenta el estado
constitutivamente activo de Rndl, la antagonizacion de su funcion por parte de RhoD permitiria
mantener a PlexAl inactiva (Kruger et al., 2005; Rohm et al., 2000b; Zanata et al., 2002).

3.4.4. GTPasa Ras

R-Ras es un miembro de la familia Ras que, junto con las proteinas Rho, forman la superfamilia
Ras de pequefias GTPasas. R-Ras juega un papel esencial en los procesos de adhesion celular y
crecimiento neuritico, y a diferencia de otros miembros de la familia Ras de pequefias GTPasas, r-Ras
no sefializa mediante Ertk/MAPK, sino que regula la actividad de integrinas: r-Ras constitutivamente
activa aumenta la adhesion celular mediada por integrinas, y este efecto es contrarestado por una forma
mutada de r-Ras que presenta dominancia negativa. Teniendo en cuenta la actividad GAP sobre r-Ras de
plexinas (ver mas arriba), la inhibicion de r-Ras comportaria a su vez la supresion de la actividad de
integrinas, generando colapso axonal y retraccion neuritica (Kruger et al., 2005; Negishi et al., 2005b).

3.4.5. Proteinas quinasa

La familia de las plexinas contiene en su dominio intracelular varios residuos tirosina
conservados entre sus distintos miembros; la fosforilacion de residuos tirosina en PlexA3 y B1 llevo a
pensar que alguna proteina con actividad tirosina quinasa pudiera participar en la via de sefializacion de
plexinas (Tamagnone et al., 1999).

Varios estudios demuestran la participacion de las quinasas Fes/Fps, Fyn y CdkS en el colapso
de axones DRG inducido por Sema3A. La tirosina-quinasa Fes/Fps une la region intracelular de PlexAl,
y en estado basal, Npl impide la interaccion entre PlexAl y Fes; la union de Sema3A con su receptor
Npl permite a Fes unir PlexAl y activarse, fosforilando PlexAl y el complejo Cram/Crmp2 (Mitsui et
al., 2002). Se ha demostrado la participacion de la tirosina-quinasa Fyn y Sema3A in vivo en el
desarrollo dendritico de neuronas corticales. Fyn une y fosforila la region intracelular de PlexAl y A2,y
la fosforilacién aumenta en presencia de Npl; Cdk5, con actividad serina/treonina quinasa, interacciona
con PlexA2 uniéndose a Fyn activo, que a su vez fosforila y activa a Cdk5 (Sasaki et al., 2002). Cdk5
puede fosforilar Crmp2, facilitando posiblemente la posterior fosforilacion de Crmp2 por parte de Gsk3
(Brown et al., 2004).

Por otra parte, Gsk3, que al igual que CdkS5 tiene actividad serina/treonina quinasa, colocaliza en
su forma inactiva con F-actina en la periferia del cono de crecimiento axonal. Sema3A activa Gsk3, y la
actividad de Gsk3 es necesaria para el colapso axonal inducido por Sema3A. Por lo tanto, Gsk3 puede
participar en la sefializacion de Sema3 A, acoplandola con la reorganizacion del citoesqueleto de actina y
regulando asi la motilidad axonal (Eickholt et al., 2002).

3.4.6. Crmp

En la bisqueda de elementos en la via de sefializacion de Sema3A, se identifico Crmp-62, una
proteina intracelular homoéloga a Unc33 en C.elegans, que resultaba esencial en el colapso de axones
DRG inducido por Sema3A (Goshima et al., 1995). Crmp62 (rebautizada como Crmp2) es el miembro
fundador de una familia de proteinas citosélicas que se expresan especificamente en neuronas durante el
desarrollo, y que participan en la sefalizacion intracelular de semaforinas (Pasterkamp y Kolodkin,
2003; Wang y Strittmatter, 1996). Crmp2 reconstituye la cascada de sefalizacion de Sema3A
dependiente de proteinas G (Goshima et al., 1995), y es fosforilada por quinasas que forman parte de la
sefial intracelular iniciada por semaforinas, como Fes/Fps o Cdk5 (Brown et al., 2004; Mitsui et al.,
2002). Crmp2 promueve el ensamblaje de microtibulos, y estimula el crecimiento y la ramificacion del
axon (Fukata et al., 2002), lo que subraya la importancia que la regulacion de proteinas Crmp por parte
de semaforinas podria tener en repulsion y colapso.
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3.4.7. Reacciones redox

Mical, una flavoproteina con actividad monooxigenasa que cataliza la oxidacion de distintos
substratos, interacciona con el extremo C-terminal de la region intracelular de plexinas clase A. En
Drosophila, Mical une PlexA, y los individuos con pérdida de funcion en los genes Mical, PlexA y
Semala muestran fenotipos parecidos, caracterizados por defectos en la guia de axones motores. En
vertebrados, la inhibicién de la actividad monooxigenasa suprime in vitro el colapso y la repulsion
ejercidos por Sema3A en axones DRG. Por lo tanto, Mical interviene en la sefializacion de semaforinas
clases 1 y 3 interaccionando directamente con plexinas clase A, y la funcién oxidativa de Mical es
imprescindible para los efectos repulsivos mediados por dichas semaforinas (Terman et al., 2002).

Las flavoproteinas monooxigenasas pueden actuar de forma indirecta, generando un aumento
local de oxigeno reactivo en la célula, o bien directamente cambiando el estado redox de varios
substratos, como proteinas del citoesqueleto o miembros de la familia Rho de pequefias GTPasas
(Ventura y Pelicci, 2002); de hecho, se ha demostrado que la oxidacion de actina provoca su
despolimerizacion (Pasterkamp y Kolodkin, 2003). Por otra parte, hay que tener en cuenta que Mical fue
inicialmente identificada como un elemento que interacciona con Casl; Casl forma parte de la familia
Cas de proteinas citosolicas que residen basicamente en las adhesiones focales de la célula y que
intervienen en la regulacion del citoesqueleto dependiente de integrinas (Suzuki et al., 2002). Por lo
tanto, Mical podria ser un nexo entre plexinas y el citoesqueleto neuronal en las funciones repulsivas de
guia axonal mediadas por semaforinas (Kruger et al., 2005).

12-15/lipoxigenasa, un enzima oxidante que forma parte de la ruta de sintesis del eicosanoide
12(S)-HETE, es necesario en el colapso de axones DRG inducido por Sema3A. Axones DRG tratados
con Sema3A experimentan un aumento de HETE en el cono de crecimiento que actua desmantelando
los puntos de adhesion focal, lo que comporta colapso axonal y repulsion (Mikule et al., 2002).

3.4.8. Sema3A y el citoesqueleto de actina

Se cree que los factores guia influyen en el movimiento del axén alterando el citoesqueleto
neuronal, lo que produce el cambio en la morfologia del cono de crecimiento. Asi, Sema3A estimula la
despolimerizacion de actina en la periferia del cono axonal durante su colapso, sin alterar
significativamente los microtibulos (Fan et al., 1993). En el cono de crecimiento colapsado por accion
de Sema3A, la actina se concentra en su centro, alrededor de estructuras endosomales derivadas del
aumento de la actividad endocitica (Fournier et al., 2000). Sema3A altera el estado de polimerizacion de
actina a través de Lim, una quinasa serina/treonina que fosforila e inactiva a una proteina
despolimerizadora de actina llamada Cofilina. Sema3A produce la fosforilacion y defosforilacion de
Cofilina en conos de crecimiento de axones DRG, y es necesaria la activacion de Lim (que depende de
las quinasas Pak y Rock) para que axones DRG se colapsen ante Sema3A. En la sefial intracelular
iniciada por Sema3A, la quinasa Lim es activada y fosforila a Cofilina, liberandola de la molécula de
actina a la que estaba ligada; Cofilina fosforilada es atn inactiva, por lo que es posible que, ademas de la
quinasa Lim, participe también en la sefial de Sema3A un enzima con actividad fosfatasa que defosforila
Cofilina y la devuelve a su estado activo (Aizawa et al., 2001).
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4. OTRAS FAMILIAS DE FACTORES GUIA

4.1.  Slit

La familia Slit de proteinas solubles fueron descubiertas a finales de la década de los 90 segun
dos aproximaciones distintas: se identifico a Slit como el ligando del receptor Robo y factor responsable
de la actividad repulsiva axonal presente en la linea media de Drosophila (Brose et al., 1999; Kidd et al.,
1999), y como el factor derivado de extractos cerebelares que estimulaba la elongacion y ramificacion
de axones sensoriales espinales (Brose y Tessier-Lavigne, 2000; Wang et al., 1999). La familia Slit
incluye miembros en Drosophila, en mamiferos y en pollo (Brose y Tessier-Lavigne, 2000), que se
expresan en la linea media del sistema nervioso central y estan asociados a la matriz extracelular (Brose
y Tessier-Lavigne, 2000; Rothberg et al., 1990). Contienen una secuencia sefal seguida de cuatro
repeticiones ricas en leucina, siete repeticiones tipo EGF, y un dominio LNS tipico de otras proteinas de
matriz extracelular, situado entre el sexto y el séptimo dominio EGF (Brose y Tessier-Lavigne, 2000;
Rothberg et al., 1990). Algunos miembros de la familia presentan un dominio de proteolizacién entre la
quinta y la sexta repeticion EGF que genera un fragmento N-terminal y otro fragmento C-terminal mas
pequefio (figura 14) (Brose et al., 1999). Sus receptores, la familia de proteinas Roundabout (Robo),
forman parte de la superfamilia de las immunoglobulinas, y presentan cinco dominios Ig, seguidos de
tres dominios Fibronectina tipo III, un dominio transmembrana y una region intracelular que
interacciona directamente con varios elementos reguladores del estado del citoesqueleto celular: con la
proteina tirosina-quinasa Abelson, con su sustrato, Enabled, o con proteinas GAP inactivadoras de la
GTPasa Rac (figura 14) (Bashaw et al., 2000; Hu et al., 2005; Kidd et al., 1998; Wong et al., 2001).

Junto con Netrinal, las proteinas Slit estan tradicionalmente ligadas al proceso de guia de
axones en la linea media, funcion descrita inicialmente en Drosophila, aunque conservada a lo largo de
la evolucion y presente también en vertebrados (Brose y
Tessier-Lavigne, 2000; Dickson y Keleman, 2002).
Generalmente, Slit interviene como factor repulsivo no
solamente en la proyeccion de axones en la linea media,
sino también el desarrollo de conexiones en otras
regiones del sistema nervioso central, como el tracto
olfativo lateral, o en las principales conexiones de la
formacion hipocampal (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999).

Slit también actia como factor quimiotactico en
la migracion de distintos tipos celulares durante el
desarrollo: Slit repele células mesodérmicas precursoras
de fibras musculares desde la linea media de Drosophila,
que mas tarde son atraidas por Slit presente en los
dominio citoplasmatico ~ puntos de anclaje musculares (Kidd et al., 1999; Kramer

et al., 2001). Slit repele neuronas de la zona
subventricular pertenecientes a la corriente rostral
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atraviesen la linea media (Bloch-Gallego et al., 2005).
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Figura 14. Estructura de Slit y de su receptor Robo. Wang et al., 1999), efecto que resulta contrario a la
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diferencias en la sefalizacion de Slit que dan lugar a funciones contrapuestas (Brose y Tessier-Lavigne,
2000).

4.1.1. Guia axonal en la linea media

En Drosophila, 1a mutacion nula del gen S/it genera un fenotipo de “linea media colapsada”, en
el que los axones comisurales alcanzan la linea media, pero en vez de atravesarla, permanecen en ella
formando un unico tracto ascendente (Rothberg et al., 1990). Contrariamente a lo esperado, la
deficiencia génica de sus receptores, las proteinas Robo, producian fenotipos distintos: en el mutante
Robo los axones comisurales cruzan una y otra vez la linea media (Seeger et al., 1993), mientras que en
el mutante Robo2 se observan alteraciones en los tractos axonales longitudinales, pero las comisuras
aparecen normales; el doble mutante Robo/Robo2, en cambio, si muestra un fenotipo similar al del
mutante Slit (Simpson et al., 2000b). Por lo tanto, Robo y Robo2 son responsables de todas las acciones
de Slit en la guia de axones comisurales en la linea media, respondiendo ambos receptores ante Slit con
repulsion, aunque de forma distinta tanto cuantitativa como cualitativamente (Simpson et al., 2000b).
Robo y Robo2 se expresan en el sistema nervioso central desde estadios tempranos, y sus respectivas
proteinas estan presentes en los axones que proyectan ipsilateralmente desde el principio de su
trayectoria (Kidd et al., 1998; Simpson et al., 2000b), sin embargo, la proteina Robo se localiza a
elevados niveles en los axones comisurales Unicamente cuando éstos ya han cruzado la linea media
(Kidd et al., 1998). Este hecho es debido a la expresion de la familia de genes Comm especificamente en
axones comisurales, y momentaneamente cuando éstos cruzan la linea media (Keleman et al., 2002). Los
genes Comm codifican proteinas transmembrana presentes mayoritariamente en el compartimiento
intracelular de Golgi y endosomal (Tear et al., 1996), y que actian como receptores de clasificacion,
desviando a Robo hacia endosomas tardios y lisosomas (Keleman et al., 2002; Keleman et al., 2005), y
produciendo en ultima instancia la disminucion del nivel de proteina Robo y Robo2 solamente en
axones comisurales en transito por la linea media de Drosophila (Simpson et al., 2000b). La funcion
atribuida a las proteinas Comm en la guia de axones comisurales concuerda con el fenotipo de
mutaciones nulas, caracterizado por la falta de comisuras en el sistema nervioso central (Seeger et al.,
1993).

En vertebrados, Slit y sus receptores Robo parecen funcionar de forma similar en la guia de
axones comisurales de la medula espinal: tres miembros de la familia S/if se expresan en la linea media,
y en el ratén triple deficiente los axones comisurales no abandonan la linea media (Long et al., 2004).
Ademas, las proteinas Robo y Robo2 se localizan mayoritariamente en axones comisurales que ya han
cruzado la linea media, precisamente cuando se vuelven sensibles al efecto repulsivo de Slit e
insensibles a la actividad quimioatractiva de la linea media (Guthrie, 2004; Sabatier et al., 2004). Sin
embargo, existen ciertas diferencias entre el modelo de guia axonal en la linea media de Drosophila y
vertebrados: en éstos aun no se ha identificado un homologo de Comm, mientras que, a diferencia de
Drosophila, Rig/Robo3 expresado en axones comisurales espinales previamente al cruce de la linea
media anula la sensibilidad de dichos axones hacia el quimiorepelente Slit, posiblemente interfiriendo
con receptores Robo en su unién a Slit o en la cascada de sefalizacion intracelular (Guthrie, 2004;
Sabatier et al., 2004). Ademas, en vertebrados se ha demostrado que los axones comisurales espinales
pierden la sensibilidad ante el efecto atractivo de Netrinal presente en la linea media una vez la han
cruzado, debido a que la interaccion entre Robo y Dcc a nivel intracelular produce la inactivacion de
Dcc y, por consiguiente, el silenciamiento de la sefial de Netrinal (Shirasaki et al., 1998; Stein y
Tessier-Lavigne, 2001).

Ademas de guiar axones a través de la linea media, Slit y sus receptores Robo también
determinan en Drosophila la posicion longitudinal respecto a la linea media tanto en axones que no la
cruzan (una minoria), como en axones comisurales una vez la han cruzado (una mayoria); asi, el patron
de expresion longitudinal de Robo, Robo2 y Robo3 permite dividir el sistema nervioso central en tres
grandes areas paralelas a la linea media: axones que expresan Unicamente Robo se extienden
longitudinalmente segiin una trayectoria medial (cerca de la linea media), aquellos que, ademas,
expresan Robo3 lo hacen en posiciones intermedias, y los que expresan Robo, Robo3 y Robo 2 se sitian
lateralmente (lejos de la linea media). Por lo tanto, Slit actia como un factor quimiotactico de corto
alcance para axones comisurales en transito por la linea media, y como un factor quimiotactico de largo
alcance que difunde desde la linea media formando un gradiente que afecta a axones de trayectoria
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longitudinal, tanto si han cruzado ya la linea media como si no la cruzan nunca (Rajagopalan et al., 2000;
Rothberg et al., 1990; Simpson et al., 2000a).

4.2. Efrinas-Eph

A finales de la década de los ochenta se descubrio el primer miembro de la familia de receptores
con actividad tirosina-quinasa Eph, una proteina sobreexpresada por varios tipos de carcinomas
humanos (Hirai et al., 1987), y el patron de expresion de dichos receptores dio a entender que estaban
relacionados con el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso (Martinez y Soriano, 2005). Mas
tarde, a principios de los noventa, se identifico a Efrina A1 como un ligando de Eph (Bartley et al.,
1994), y el primer miembro de la familia de proteinas Efrinas (Ephrins) (Martinez y Soriano, 2005). Las
efrinas pueden ser de tipo A, unidas a membrana mediante una molécula GPI, o de tipo B, proteinas
transmembrana, mientras que los receptores Eph, a su vez, se dividen en EphA y EphB segiun su
preferencia por unir efrinas A o efrinas B respectivamente; sin embargo, existen excepciones: EphA4
une efrinas A y algunas efrinas B, y Efrina A5 une EphB2 (Martinez y Soriano, 2005).

Las Efrinas tienen un Gnico dominio N-terminal de unién a Eph, separado de la membrana por
una secuencia de 40 AA; a continuacion, efrinas A tienen una molécula GPI mediante la cual se anclan a
la membrana plasmatica, mientras que las efrinas B tienen un dominio transmembrana seguido de una
corta region intracelular que contiene un dominio de unién a dominios PDZ (Martinez y Soriano, 2005).
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Figura 15. Estructura del receptor Eph (A), Efrinas A (B) y Efrinas B (C).

Eph contiene en su region extracelular un dominio globular (Glob, a través del cual une efrinas), un dominio rico en
cisteinas (Cys) y dos dominios Fibronectina III (FNIII); su region intracelular presenta un dominio con actividad tirosina-quinasa
(Kinase), y un dominio SAM que le permite la oligomerizacion. Efrinas A estan formadas por un dominio extracelular de unién a
Eph, y un dominio GPI de anclaje a membrana. Efrinas B tienen el mismo dominio extracelular de union a Eph que Efrinas A, mas
una region transmembrana y una region intracelular corta que incluye puntos de fosforilacion por actividad tirosina-quinasa (Y
Kin) (adaptado de Sandvig et al., 2004).

Los receptores Eph estan compuestos en su region extracelular por un dominio globular en su extremo
N-terminal de union a ligando, seguido de un dominio rico en cisteinas y dos dominios tipo Fibronectina
III implicados en dimerizacion y en la interaccion con otras proteinas. Ademas del dominio
transmembrana, contienen en su region intracelular el dominio con actividad quinasa y, en su extremo
C-terminal, un dominio SAM, que permite la homo o hetero-oligomerizacion de Eph (necesaria para las
funciones de guia axonal), y un dominio de uniéon a dominios PDZ (figura 15). La interaccion entre
efrinas y Eph desencadena su multimerizacion en la superficie celular y la formacion de zonas de
sefializacion localizadas en lugares de contacto entre células o procesos celulares (Martinez y Soriano,
2005; Sandvig et al., 2004).

Efrinas y Eph desempefian distintas funciones durante el desarrollo del sistema nervioso central.
En etapas embrionarias muy tempranas, ambas familias de proteinas se expresan de forma
complementaria en el cerebro posterior y medula espinal, y las interfases entre los dominios de efrinas y
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eph coinciden con los limites de rombomeros y somitas en el cerebro posterior y la medula espinal,
respectivamente. La accion repulsiva bilateral derivada de la interaccion entre parejas Efrina/Eph
permite la distribucion de células entre compartimientos contiguos al impedir que éstas se entremezclen
(Martinez y Soriano, 2005; Mellitzer et al., 1999; Xu et al., 1999).

Efrinas B expresadas en la parte posterior de las somitas podrian restringir in vivo la migracion
de células de la cresta neural y de axones de motoneuronas, ya que ambos tipos celulares expresan
receptores Eph B y son repelidos por sus ligandos in vitro (Wang y Anderson, 1997). La regulacion en la
migracién celular podria deberse a cambios en el estado de adhesion celular inducidos por la interaccion
del sistema efrinas/Eph con integrinas (Martinez y Soriano, 2005). Efrinas/Eph también participan en la
guia de axones comisurales y vomeronasales, mediante repulsion y el aumento de la adhesion,
respectivamente, y estimulan la ramificacion axonal y su posterior poda (Martinez y Soriano, 2005).

Efrinas/eph se expresan en las uniones neuromusculares y en las regiones pre y postsinapticas
del sistema nervioso central durante el desarrollo, lo que llevdé a plantear su posible papel en
sinaptogénesis. De hecho, se comprobd que efrinas/eph estaban directamente implicadas en el
establecimiento, correcto desarrollo y estabilizacion de sinapsis, en modelar la morfologia de espinas
dendriticas tanto en sinapsis en desarrollo como ya maduras, y podria ademas regular la funcion
sinaptica (Martinez y Soriano, 2005).

4.2.1. Formacioén de mapas topograficos

Figura 16. Teoria de la
quimioafinidad.

Dibujo que
representa los
experimentos que dieron
lugar a la formulacion de la
teoria de la quimioafinidad;
tras la eliminacion del
nervio Optico y de distintas
regiones de la retina, los

axones retinales
regeneraban e invadian de
nuevo el tectum

manteniendo la topografia
de la conexion original, que
dependia del punto de
origen de las fibras
seccionadas (Sperry, 1963)

La funcién mas relevante de las atribuidas a Efrinas y receptores Eph posiblemente sea la
formacion de mapas topograficos en distintas regiones del cerebro, como los establecidos por las
proyecciones hipocamposeptal, talamocortical, retinotectal y olfativa. En todos los casos se requiere la
expresion complementaria, en forma de gradiente, de efrinas y Eph en las regiones origen y diana de la
proyeccion (Martinez y Soriano, 2005). Se han propuesto varias hipotesis para explicar el mecanismo de
formacion de mapas topograficos, la mayoria de ellas construidas a partir de estudios de la proyeccion
retinotectal. La primera de ellas, la llamada “teoria de la quimioafinidad”, fue expuesta por Sperry en el
afio 1963 (Sperry, 1963). Basandose en experimentos en los que se seccionaba el nervio optico y se
eliminaba parte de la retina, para asi monitorizar la trayectoria y terminacion de los axones retinales
provinentes de la parte intacta (figura 16), Sperry propuso la existencia de dos gradientes citoquimicos
distribuidos a lo largo de los ejes anteroposterior uno de ellos, y dorsoventral el otro, y presentes en la
region de destino (tectum) y de forma invertida, también en la region de origen (retina); asi, cada célula
ganglionar retinal estaria identificada por un cédigo quimico que concordaria con el de su célula diana
en el tectum (Sperry, 1963). Ya en los aflos noventa, se descubrieron gradientes complementarios de
receptores eph en la retina y de efrinas en el tectum (Cheng et al., 1995; Drescher et al., 1995) y se pudo
constatar que la supresion funcional de efrinas y eph in vivo producia alteraciones en el mapa
topografico de la proyeccion retinal (Feldheim et al., 2000; Feldheim et al., 2004). Por lo tanto, el
sistema efrinas/eph parecia proporcionar ese “cddigo citoquimico” concordante entre la célula que
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emitia el axon y la célula con la que el axén conectaba, y al que hacia referencia la teoria de la
quimioafinidad de Sperry (Sperry, 1963).

Recientemente, Hansen y colaboradores (Hansen et al., 2004) propusieron un modelo de accion
de efrinas/Eph en la formacion del mapa topografico retino-colicular, que resolvia cuestiones surgidas
previamente (Martinez y Soriano, 2005) y aportaba un mecanismo molecular a la generacion de mapas
topograficos, confirmando a la vez la teoria de la quimioafinidad (Sperry, 1963). En dicho modelo,
Efrina A expresada en el coliculo segiin un gradiente creciente anterior-posterior, actia sobre axones
retinales de forma antagdénica dependiendo de su concentracion: niveles bajos estimulan el crecimiento
axonal, mientras que niveles altos lo inhiben. Existe, pues, una concentracion de Efrina A que equilibra
los efectos promotor e inhibidor del crecimiento, y que provoca que el axon retinal, que avanza a través
del coliculo en direccion anterior-posterior, se detenga. Dicha concentracion de Efrina A de
equilibrio/stop resulta distinta para cada ax6n o grupo de axones retinales, dependiendo de su
procedencia en el eje nasal-temporal: es alta para axones retinales nasales, lo que les permite alcanzar
posiciones mas posteriores en el coliculo, y es baja para axones temporales, lo que les obliga a detenerse
en posiciones anteriores. Esta diferencia en la sensibilidad hacia la concentracion stop de Efrina A muy
probablemente sea debida a la concentracion diferencial de receptores Eph, que en general muestran un
gradiente de expresion en la retina creciente nasal-temporal: eso explica que los axones temporales sean
mas sensibles al efecto de Efrina A y por ello, su concentracion stop de Efrina A sea mas baja (Hansen
et al., 2004).

Por lo tanto, el modelo de Hansen y colaboradores (Hansen et al., 2004) cuadra con la teoria de
la quimioafinidad, al proponer que las coordenadas del mapa topografico sean definidas segin la
presencia gradual creciente de Efrina A a lo largo del eje antero-posterior del tectum/coliculo, mas la
presencia gradual decreciente de receptores eph a lo largo del eje nasal-temporal, que produciria la
respuesta gradual de los axones retinales segun dos variables: la concentracion de Efrina A en la region
diana, y la concentracion de Eph segin la posicion de las células ganglionares (origen de los axones
retinales) en la retina (Hansen et al., 2004).

Si la pareja efrinas A/Eph A determina la topografia de la conexion retinal en el eje antero-
posterior, parece ser que efrinas B y sus receptores Eph B se encargan de establecerla en el eje dorso-
ventral. Asi, varios receptores Eph B se expresan en la retina segin un gradiente creciente dorsal-ventral,
mientras que efrinas B se expresan segun un gradiente invertido decreciente dorsal-ventral en el tectum.
Aunque varios estudios indican que efrinas B/Eph B modulan la proyeccion retinal mediante atraccion
(Martinez y Soriano, 2005), datos recientes apuntan a que los receptores Eph B son capaces de
interpretar la sefial de efrinas B de forma tanto atractiva como repulsiva (McLaughlin et al., 2003), algo
parecido a lo que ocurre con efrinas A/Eph A en la proyeccion retinocolicular segin el eje antero-
posterior (Hansen et al., 2004).

4.2.2. Senalizacion bidireccional Efrinas-Eph

Una de las principales caracteristicas de la pareja Efrina/Eph es su capacidad de sefializacion
bidireccional: tras su union, tanto efrinas como receptores Eph pueden inducir cascadas de sefializacion
intracelular, por lo que ambos pueden actuar tanto de ligando como de receptor (Martinez y Soriano,
2005). Las vias de sefializacion inducidas por la interacciéon Efrina/Eph tienen como objetivo
mayoritario la alteracion del citoesqueleto celular, y en general producen respuestas inhibitorias en la
célula, como colapso del cono de crecimiento o retracciéon neuritica (Martinez y Soriano, 2005); sin
embargo, se ha descrito recientemente que la interaccion entre EfrinaB1 y EphA2 genera la extension de
neuritas en células de neuroblastoma y neuronas corticales cultivadas (Tanaka et al., 2004).

Las vias de sefalizacion inducidas por receptores Eph empiezan con su autofosforilacion tras su
union a efrinas; una vez activados, los receptores Eph regulan la actividad de GTPasas de la familia Rho
(a través de proteinas GEF) y de la familia Ras, produciendo en ultima instancia alteraciones en el
citoesqueleto de actina y, en consecuencia, cambios en la morfologia neuritica (Martinez y Soriano,
2005). Ademas, los receptores Eph interaccionan con una gran variedad de proteinas en la superficie
celular, iniciando asi cascadas de sefalizacion especificas que confieren a la pareja Efrina/Eph funciones
como adhesion celular o modulacion sinaptica; (Martinez y Soriano, 2005).

La sefializacion mediada por efrinas es conocida como sefializacion reversa. La union de Efrinas
B a sus receptores Eph especificos da lugar a la fosforilacion de su dominio intracelular (normalmente
en residuos tirosina) y a la posterior activacion de vias de sefializacion que terminan regulando el
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citoesqueleto celular (Martinez y Soriano, 2005). Las efrinas A, sin region intracelular al estar ancladas
a la membrana a través de una molécula GPI, son sin embargo capaces de iniciar una sefial reversa tras
su union a Eph: concretamente, la interaccion entre EphA3 y EfrinaA2 o A5 produce la activacion por
parte de efrinas de una via de sefalizacion que, a través de integrinas y tirosina quinasas Src, da lugar a
un aumento de la adhesion celular (Martinez y Soriano, 2005).

4.3. Reelina

El gen Reelina fue identificado a partir de una cepa de ratones llamada reeler, descubierta en

1948 por presentar alteraciones en la locomocion aparecidas de forma espontanea en un grupo de
ratones del Instituto de Genética Animal en Edimburgo, Escocia. La mutacion reeler es autosémica
recesiva, y debe su nombre al caracteristico andar tambaleante que aparece en los individuos
homocigotos a partir de las

dos semanas postnatales,

Reelina acompafiado  de  ataxia,
temblores y dificultad en
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A B asocian a nivel anatomico
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Figura 17. Estructura de Reelina. s péptido sefal cerebelo, y a nivel
R'ee'lma es una proteina de gran tamario, D dominio F-Espondina histoldgico con anomalias en

con un dominio de homologia a F-Espondina en su ; e, . ,
extremo N-terminal y un dominio central formado 0 epitopo CR-50 el posicionamiento de celulas
por ocho unidades, cada una de ellas compuesta de ] subdominios A/B que afectan severamente a
una repeticion EGF flanqueada a cada lado por I dominio EGF estructuras laminadas como

subdominios A/B.
la corteza cerebral, el

hipocampo o la corteza

cerebelar, aunque también se
han detectado anomalias menos drasticas en otras regiones del cerebro como los nucleos facial,
trigémino y de la oliva inferior. (D'Arcangelo y Curran, 1998; Tissir y Goffinet, 2003).

El gen Reelina codifica una proteina de gran tamafio (aproximadamente 385 kDa) que presenta
una secuencia sefial en su extremo N-terminal, seguida de una pequefia regién homoéloga a F-Espondina,
una proteina secretada por células de la placa del suelo en el tubo neural en desarrollo. En su extremo C-
terminal hay una secuencia de aminoacidos cargados positivamente, y en la estructura central se
distinguen ocho repeticiones, cada una de ellas con un dominio EGF rico en cisteinas flanqueado por
dos subdominios llamados A y B (figura 17). La proteina Reelina es secretada al medio extracelular a
través de una via constitutiva, y contiene ademas dos lugares principales de proteolizacion por accion de
metaloproteinasas que dan lugar, una vez secretada, a tres fragmentos mayoritarios: un fragmento N-
terminal de 180 kDa, un fragmento central de 120 kDa, y un fragmento C-terminal de 100 kDa. El
fragmento central es suficiente para la funcion de Reelina (concretamente, las repeticiones 3-6 son
suficientes para unir VLDLR y ApoER2, y para inducir la fosforilacion de Dabl), pero la proteina
completa es mas activa, posiblemente porque el fragmento N-terminal contiene un epitopo reconocido
por el anticuerpo CR-50 que produce la agregacion de moléculas de Reelina, lo que a su vez facilita la
agrupacion del receptor y genera una sefial intracelular mas intensa. De hecho, el anticuerpo CR-50
inhibe la unién de Reelina a sus receptores, asi como la agregacion de la proteina (D'Arcangelo, 2006;
D'Arcangelo y Curran, 1998; Tissir y Goffinet, 2003).

La mutacion simultanea en los genes que codifican dos receptores de lipoproteinas, VLDLR y
ApoER2, generan en raton un fenotipo similar al reeler, por lo que se les incluyd en la via de
sefializacion dependiente de Reelina. VLDLR y ApoER2 son proteinas transmembrana que unen
Reelina y transducen su sefial. Ambos receptores tienen una estructura parecida: la region de union a
Reelina esta formada por 7-8 repeticiones leucina-alanina ricas en cisteina, cada una de ellas con tres
uniones disulfuro y un ion Ca+2 de coordinacidn, y la siguen dos repeticiones EGF, un segmento tipo
hélice-p con repeticiones leucina-tirosina, otra repeticion EGF y una region de glucosilacion cercana a la
membrana plasmatica; tras el dominio transmembrana, el dominio intracelular contiene una secuencia
asparragina-prolina-cualquier aminoacido-tirosina (NPxY), punto de interacciéon con dominios de unién
a fosfotirosina (PTB) presentes en proteinas citosdlicas como Dabl. Sin embargo, y a diferencia de la
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mayoria de proteinas con dominios PTB, Dabl une con gran afinidad secuencias NpxY sin fosforilar
(Tissir y Goffinet, 2003). La region intracelular de ApoER2 esta sujeta a splicing alternativo del exé6n 19
que genera moléculas de receptor con o sin un dominio con capacidad de unién a proteinas adaptadoras
como Psd95 y Jip (D'Arcangelo, 2005); se ha demostrado que el exén 19 de ApoER2 esta implicado en
la funcion de Reelina en aprendizaje y memoria durante la edad adulta (Beffert et al., 2005).

La inactivacion del gen Disabledl (Dabl), asi como mutaciones espontaneas scrambler y yotari
que afectan al mismo gen, producen también fenotipos tipo reeler. Dabl es una proteina citosolica que
funciona como adaptadora. En su region N-terminal, Dabl contiene dos regiones que le permiten la
interaccion con otras proteinas: el dominio PTB, a través del cual une, entre otras, VLDLR y ApoER2
anclandose a su secuencia intracelular NPxY (Homayouni et al., 2001; Tissir y Goffinet, 2003), y una
secuencia rica en tirosinas, que tras ser fosforiladas por la unién de Reelina a sus receptores VLDLR y
ApoER2, pueden interaccionar con el dominio SH2 de proteinas como las quinasas de la familia Src Fyn,
Src 0 Yes (Arnaud et al., 2003; Howell et al., 1997). Las acciones mediadas por la region N-terminal de
Dabl (union a receptores de Reelina y fosforilacion de Dabl en tirosinas) son necesarias e
imprescindibles para la funcion de Reelina (Tissir y Goffinet, 2003), y sin embargo, la region C-terminal,
de funcidon atn desconocida, parece ser necesaria in vivo para la eficiente sefializacién inducida por
Reelina al menos en algunas neuronas (Herrick y Cooper, 2002). La region C-terminal de Dab1 contiene
secuencias consenso implicadas en la accion de distintas proteinas intracelulares: puntos serina/treonina
fosforilables por las quinasa Cdk5/P35 (Tissir y Goffinet, 2003), asi como una region rica en prolinas
que une el dominio SH3 de distintas proteinas, como por ejemplo el adaptador Grb2 (Xu et al., 1998).

La unién de Reelina a VLDLR y ApoER2 produce la agregacion de los receptores y la
fosforilacion de Dabl por parte de quinasas de la familia Src; evidencias experimentales indican que
Fyn es la quinasa mayoritaria a la hora de fosforilar Dabl in vivo, seguida de Src y, en menor medida,
Yes, y se observa redundancia funcional parcial entre Fyn y Src (Arnaud et al., 2003; Bock y Herz, 2003;
Tissir y Goffinet, 2003). Se propone un modelo en el que la unién de Reelina a la superficie celular
produce el ensamblaje de un complejo proteico que, a su vez, acerca Fyn a Dabl; Dabl, mediante su
dominio SH3, podria activar a Fyn, para luego ser a cambio fosforilado por Fyn activo (Arnaud et al.,
2003; Bock y Herz, 2003). Ademas de la fosforilaciéon de Dabl en tirosinas, la uniéon de Reelina a sus
receptores induce la disminucion del nivel de proteina Dabl (Tissir y Goffinet, 2003).

Una vez fosforilado, Dabl interacciona con distintas proteinas intracelulares, entre ellas Lisl,
cuya funcion es particularmente relevante en el desarrollo cortical: mutaciones en el gen Lis/ causa en
humanos lisencefalia (D'Arcangelo, 2006). Lisl, también conocido por Pafahlbl, forma parte del
complejo Pafahlb, y puede también interaccionar con el complejo motor citoplasmatico
Dineina/Dinactina, implicado en procesos celulares que impliquen movimiento a lo largo de
microtibulos, como el transporte de vesiculas, el posicionamiento de organulos en el interior de la célula
o en el movimiento de los cromosomas durante la mitosis (Oiwa y Sakakibara, 2005). Recientemente, se
ha relacionado a Lisl junto con el complejo Dineina/Dinactina con el proceso de nucleoquinesis en
neuronas (D'Arcangelo, 2006). Por lo tanto, Lisl proporciona a la via de sefializacion de Reelina un
vinculo con el citoesqueleto celular y con el proceso de migracion neuronal (D'Arcangelo, 2006).
También es posible que Lisl intervenga en la sefializacion de Reelina a través del complejo Pafah1bl: se
ha demostrado que dicho complejo une el receptor de Reelina VLDLR (pero no ApoER?2), por lo que
Lisl quedaria cerca del lugar donde se inicia la via de Reelina para asi interaccionar con Dabl
fosforilado (D'Arcangelo, 2006).

Reelina desempefia distintas funciones en el cerebro. Durante el desarrollo, Reelina esta
implicada en la migracion celular, y su deficiencia in vivo causa severas alteraciones histologicas en la
mayoria de regiones donde se expresa. También se detecta Reelina en el periodo postnatal y adulto, y
datos in vitro indican que Reelina estimula el crecimiento y maduracion de dendritas. Ademas, Reelina
participa en sinaptogénesis y funcidon sindptica: el animal reeler heterocigoto presenta una menor
densidad de espinas dendriticas, e in vitro Reelina estimula la potenciacion a largo plazo (LTP), ademas
de influenciar la transmision sinaptica a través de la interaccion de su receptor ApoER2 con receptores
NMDA (D'Arcangelo, 2006).

Se ha relacionado a Reelina y proteinas que median su sefial con varias enfermedades humanas.
La mutacion del gen Reelina es causa de lisencefalia, un tipo de malformacion cerebral caracterizada por
la ausencia o severa reduccion de las circunvoluciones cerebrales y cerebelares, lo que da al cerebro un
aspecto liso; estos individuos también muestran disfunciones fuera del cerebro, como conectividad
neuromuscular anormal y limfoedema (Hong et al., 2000b). Mutaciones en el gen Lis/ dan lugar a una
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enfermedad autosdomica dominante también caracterizada por lisencefalia, aunque en este caso el
cerebelo no resulta afectado (D'Arcangelo, 2006). Por Gltimo, la mutacion del gen Lis/ combinada con
mutaciones en homocigosis o heterocigosis en otros genes como Reelina, VLDLR, ApoER2 o Dabl,
producen hidrocefalia progresiva causada por anomalias en la capa de células ependimales que en ultima
instancia obstruyen el acueducto de Sylvio (D'Arcangelo, 2006).

4.3.1. Mecanismo de accion de Reelina durante el desarrollo cerebral

Durante el desarrollo, Reelina se expresa principalmente en células de Cajal-Retzius situadas en
la zona marginal de la neocorteza e hipocampo, y en las células granulares postmitdticas de la EGL del
cerebelo (D'Arcangelo y Curran, 1998). El raton reeler presenta alteraciones en la organizacion laminar
de estas tres regiones del cerebro: en la neocorteza, las células corticales no escinden la preplaca, y se
acumulan por debajo de las células de la subplaca sin poder formar capas; en el hipocampo; las células
piramidales del hipocampo propio y granulares del giro dentado se distribuyen laxamente, sin formar
capas compactas con limites definidos; y en el cerebelo, las células de Purkinje tienden a acumularse en
regiones subcorticales, mientras que el numero de células de Purkinje y de células granulares se
encuentra disminuido (D'Arcangelo y Curran, 1998).

A pesar de los numerosos estudios dedicados a Reelina y su funcion durante el desarrollo
cerebral, aun no se ha podido elucidar con claridad su mecanismo de accion. En la neocorteza, se ha
sugerido que Reelina regula el desarrollo de la placa cortical funcionando como una sefial de detencion
para las células que migran radialmente, ya que se expresa principalmente en la capa mas superficial y
porque in vitro, Reelina detiene la migracidén neuronal e induce que las neuronas se despeguen de la glia
radial (D'Arcangelo, 2006). Sin embargo, existen varias evidencias que contradicen esta hipotesis:

1) en el raton reeler, las células no llegan hasta la zona marginal, sino que se acumulan a niveles
profundos de la neocorteza;
2) en el raton salvaje, existe expresion de Reelina en capas profundas de la neocorteza (futuras

capas V-VI) en etapas tardias del desarrollo embrionario y durante el desarrollo postnatal, cuando
todavia hay células destinadas a capas superiores (II-III) en activa migracion;

3) la expresion ectopica de Reelina bajo el promotor de Nestina en la zona ventricular del raton
reeler restituye parcialmente el fenotipo normal a nivel histologico y funcional, sin detener la migracion
de células corticales en la zona ventricular (Magdaleno et al., 2002).

Estudios recientes indican que Reelina podria ser un factor permisivo para la migracion de
células corticales hacia la superficie de la corteza, ya que Dabl es requerido por neuronas en migracion
para poder extender su proceso lider a través de la placa cortical (D'Arcangelo, 2006). En base a todos
los datos obtenidos hasta el momento, D’ Arcangelo propone la existencia de un gradiente extracelular
de Reelina en la neocorteza durante el desarrollo, que podria afectar de forma diferencial a las células en
migracion segiin su concentracion: a bajos niveles, Reelina favoreceria la extension del proceso lider y
por consiguiente la migracion neuronal en direccion a la superficie pial; a niveles altos, presentes
unicamente en la zona marginal, Reelina podria producir la desadhesion de la fibra de glia radial,
induciendo asi la detencion de las células en migracion (D'Arcangelo, 2006).
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1L FACTORES GUIA Y SU FUNCION EN REGENERACION AXONAL ADULTA

1. INTRODUCCION

La capacidad del sistema nervioso central (SNC) adulto para regenerar sus axones lesionados es
practicamente nula. Sin embargo, los axones del SNC neonatal y sistema nervioso periférico (SNP) si
muestran cierta capacidad regenerativa. Esta diferencia en la respuesta axonal tras lesion se atribuye a
las distintas caracteristicas de la reaccion del tejido lesionado, que incluyen las siguientes:

- una lesion en el SNC adulto genera una cicatriz glial extremadamente inhibitoria para el
crecimiento axonal, mientras que en el SNC neonatal se forma una cicatriz glial menos densa y
transitoria, que permite ser atravesada por los axones regenerantes (Pasterkamp et al., 1999; Silver y
Miller, 2004).

- la lesion de axones del SNC adulto produce la liberacion de restos de mielina, que también tiene
un efecto inhibidor del crecimiento axonal; sin embargo, en el SNP se produce una rapida eliminacion
de la mielina liberada en la zona lesionada (He y Koprivica, 2004).

- las propiedades de la mielina cambian: por ejemplo, el componente mielinico Nogo y su
receptor P75N™ se expresan en el SNC pero no en el SNP (GrandPre et al., 2000); ademas, otro
componente mielinico, MAG, promueve el crecimiento neuritico en neuronas jovenes del SNC, pero
induce colapso y repulsion en neuronas adultas (Cai et al., 2001; Filbin, 1996)

1.1. La cicatriz glial

La cicatriz glial es una estructura tisular especifica que aparece en respuesta a una lesion del
tejido nervioso, y que en el sistema nervioso central constituye una barrera que frena el recrecimiento
axonal. La cicatriz glial tiene un componente celular formado por astrocitos reactivos y, en el caso de
que las meninges hayan sido afectadas, también por fibroblastos; ademas, la matriz extracelular de la
cicatriz glial contiene elementos inhibidores del crecimiento axonal, como proteoglucanos condroitin
sulfato (CSPG), o semaforinas secretables, y se ha demostrado que la degradacion de matriz extracelular
en lesiones del SNC promueve el crecimiento neuritico a través de la lesion (He y Koprivica, 2004;
Sandvig et al., 2004; Silver y Miller, 2004). En conjunto, la particular composicion de la cicatriz glial la
convierte en un muro que impide el paso de los axones lesionados.

Sin embargo, ademas de ser un obstaculo en el camino de los nervios regenerantes, la cicatriz
glial tiene una funcion beneficiosa para el tejido nervioso lesionado: los astrocitos reactivos sirven para
reparar la barrera hematoencefalica, y asi impiden la propagaciéon de la respuesta inflamatoria generada
tras la lesion, por lo que la degeneracion tisular queda restringida (Silver y Miller, 2004).

Formacion de la cicatriz glial. La formacion de la cicatriz glial empieza con la alteracion de la
barrera hematoencefalica, que introduce en el SNC moléculas alienas. La figura 17 muestra los efectos
de distintos tipos de lesiones en la medula espinal. Durante la fase aguda de la reaccion tisular tras lesion
(1-3 dias), tienen lugar en la zona dafada procesos de muerte celular, degeneracion de nervios, gliosis
reactiva e infiltracion de células inmunoldgicas y fibroblastos meningeos. Durante la fase subaguda (3-
14 dias), los astrocitos proliferan y se hipertrofian para formar una red de procesos membranosos que
encapsula la zona dafiada, con el objetivo de impedir la entrada de fibroblastos meningeos y de astroglia
provinente del tejido nervioso. Astrocitos y fibroblastos secretan en su interfase moléculas de matriz
extracelular formando una lamina basal, que junto con las uniones intercelulares entre fibroblastos y
procesos astrociticos en forma de pie, sirven para restaurar la barrera hematoencefalica dafiada y
constituir de nuevo la glia limitans o capa mas externa del tejido nervioso (formada por astrocitos y
situada por debajo de la capa meningea pia mater). La interaccion entre EfrinaB2 y EphB2, expresados
en astrocitos y fibroblastos respectivamente, inician una cascada de sefalizacion bidireccional que
termina en la segregacion entre ambos tipos celulares, y por lo tanto en la formacion de la glia limitans y
la reparacion de la barrera hematoencefalica (Bundesen et al., 2003; Silver y Miller, 2004).

La barrera hematoencefalica se mantiene permeable al paso de sangre hasta 14 dias tras una
lesion encefalica o medular, y parece ser que componentes sanguineos y macrofagos activados, junto
con neuronas y células astrogliales, producen factores que podrian desencadenar la formacion de la
cicatriz glial. Entre dichos factores se encuentran TGFp, IFNy, FGF2, CTGF e Interleuquinal; todos
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ellos han sido implicados en distintos fenomenos relacionados con la cicatriz glial, como la proliferacion
de astrocitos, la induccioén de astroglia reactiva y de la produccion astrocitica de proteoglucanos, o la
deposicion de matriz extracelular inhibitoria (Sandvig et al., 2004; Silver y Miller, 2004).

1.2. Astroglia reactiva
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Figura 17. Representacion esquemaética de la reaccion del tejido nervioso tras tres lesiones distintas en la medula espinal.

En todos los ejemplos, macrofagos invaden la zona de lesion, y tanto proteoglucanos condroitin-sulfato (CSPGs) como queratan-
sulfato (KSPGs) aumentan su nivel de expresion. a) Microlesion en la que la alineacion astrocitica no se encuentra alterada por el proceso de
lesion, y sin embargo los axones son incapaces de regenerar a través de la zona de lesion. b) Lesion contusiva que no altera las meninges,
pero que produce cavitacion y deposicion de proteoglucanos; los axones son de nuevo incapaces de regenerar mas alla de la lesion, aunque se
observa algin axo6n en zonas distales a la lesion. ¢) Lesion penetrante que rompe las meninges y da lugar a la invasion de macrofagos y
fibroblastos meningeos; los axones son intensamente repelidos por CSPGs y KSPGs, y otras moléculas inhibitorias son sintetizadas,
especialmente en el nucleo de la zona lesionada. ECM, extracellular matrix; TGF, transforming growth factor. (Silver y Miller, 2004)

La respuesta astroglial a una lesion consiste mayoritariamente en la generacion de astrocitos
reactivos, hipertrofiados mediante la sintesis de filamentos intermedios, como GFAP o Vimentina; se
produce también cierta proliferacion astrocitica, aunque es minoritaria y limitada a los alrededores del
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nucleo de la lesion (Silver y Miller, 2004). La astroglia reactiva produce determinadas moléculas, como
proteoglucanos condroitin-sulfato o efrinas, que incorpora a su membrana plasmatica o bien secreta a la
matriz extracelular; dichas moléculas tienen un efecto negativo en el crecimiento de axones y forman
parte del ambiente inhibitorio de la zona lesionada.

1.2.1. Inhibidores derivados de astroglia

Proteoglucanos. Astrocitos reactivos, fibroblastos meningeos y oligodendrocitos sintetizan
proteoglucanos, glucoproteinas altamente glucosiladas que forman parte de la matriz extracelular
(Shearer et al., 2003; Silver y Miller, 2004). Consisten en un nucleo proteico al que se encuentran unidas
covalentemente varias cadenas de glucosaminoglucanos (GAG), que en condiciones fisiologicas estan
cargadas negativamente debido a que contienen grupos sulfato o acido trico. Los astrocitos producen
varios tipos de proteoglucanos, y entre ellos se encuentra la familia de proteoglucanos CSPG, que
incluye a Neurocan, Brevican, Fosfacan, Tenascina C o NG2. Algunos miembros de la familia son
secretables (Neurocan, Fosfacan), otros estdn anclados a la membrana mediante una molécula GPI
(Brevican), o son moléculas transmembrana (NG2), otros forman parte de la matriz extracelular
(Tenascina C) (Sandvig et al., 2004; Silver y Miller, 2004).

En cultivo, los CSPG resultan extremadamente inhibitorios para axones embrionarios y adultos,
y act@ian como potentes inhibidores de diversos promotores del crecimiento, como L1 o Fibronectina. En
mamiferos adultos, y tras diversos tipos de lesiones del SNC, los CSPG son producidos y secretados por
astroglia reactiva e inhiben el crecimiento axonal y repelen al cono de crecimiento, desviando al axén
hacia otra direccion (Sandvig et al., 2004); por lo tanto, CSPG tienen actividad quimiotactica negativa.
Gran parte del efecto repulsivo proviene de las cadenas GAG, ya que la inhibicion de los CSPG
disminuye tras la aplicacion de condroitinasa ABC, un enzima sintetizado por la bacteria Proteus
vulgaris que elimina las cadenas GAG; sin embargo, existen datos que sugieren que el nticleo proteico
de los CSPG también puede provocar inhibicion independientemente de las cadenas GAG (Sandvig et
al., 2004; Shearer et al., 2003).

No se ha encontrado ningtn receptor especifico para CSPG; se cree que algunos de ellos si lo
tienen, como Versican o NG2, aunque se ha demostrado que en la sefalizacion de Versican-V2 no
interviene el complejo receptor de inhibidores mielinicos NgR/P75N™ (Schweigreiter et al., 2004).
Neurocan interacciona con los substratos de L1 y NCAM posiblemente mediante la unién directa con L1
y NCAM a través de sus cadenas condroitin sulfato (CS), y asi inhibe el crecimiento neuritico. Fosfacan
se une a la superficie del cono de crecimiento e interacciona con los sustratos de L1 y NgCAM,
inhibiendo el crecimiento neuritico a través de su nticleo proteico y no de sus cadenas CS (Sandvig et al.,
2004).

Poco se sabe de la sefial intracelular desencadenada por proteoglucanos, aunque la familia de
GTPasas Rho parece estar implicada: in vitro, la aplicacion de inhibidores especificos de Rho o de Rock
bloquean la inhibicion de CSPG sobre axones retinales (Monnier et al., 2003), y la activacion
constitutiva de Racl y Cdc42, asi como la inhibicion de Rho mediante la toxina botulinica C3, aumenta
in vitro la tasa de extension axonal de neuronas DRG en un sustrato de CSPG (Jain et al., 2004).
También la actividad de PKC es necesaria en la inhibicién del crecimiento neuritico de neuronas
cerebelares en presencia de CSPG; posiblemente CSPG activan PKC mediante el aumento del nivel de
Ca+2 intracelular o del nivel de DAG (Sivasankaran et al., 2004).

Efrinas. En la edad adulta, Efrinas y Eph se expresan en astroglia y neuronas, y la funcion
mayoritaria de las efrinas astrociticas es la de inducir colapso o repulsion axonal; si se tiene en cuenta
que, tras lesion, su expresion aumenta en astrocitos reactivos y fibroblastos meningeos de la cicatriz
glial, se puede considerar que efrinas y sus receptores Eph actiian como un elemento inhibitorio més en
la zona lesionada que bloquea el crecimiento de los axones dafiados (Sandvig et al., 2004). Ademas de
su posible accion inhibitoria sobre axones regenerantes, efrinas y receptores Eph, expresados por
astrocitos y fibroblastos meningeos respectivamente, estan implicados en la reconstitucion de la glia
limitans y de la barrera hematoencefalica, dafiadas tras lesion (ver mas arriba) (Bundesen et al., 2003;
Sandvig et al., 2004). La lesion del nervio optico en ratas adultas altera la expresion de EphAS en la
retina y de EfrinaA2 en el coliculo superior, destino de los axones retinales (Rodger et al., 2001), hecho
que puede influir en la distribucion topografica de los axones retinales regenerantes una vez alcancen su
diana.
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Slits. Un estudio reciente describe la expresion de todos los miembros de la familia Slit en la
zona de lesion tras dafio en el SNC. De todos ellos, Slit2 muestra la expresion mas intensa, localizada en
astrocitos reactivos positivos para GFAP que rodean al tejido necrotico, lo que sugiere que slits podrian
formar parte del ambiente inhibitorio creado en la zona lesionada, que impide la regeneracion de axones
daniados (Hagino et al., 2003).

1.3. Glia NG2-positiva

Existe en el SNC adulto un tipo de glia, con una morfologia estrellada y que expresa NG2, pero
distinta a los precursores de oligodendrocitos (que también expresan NG2) (Nishiyama et al., 2005); este
tipo de glia responde rapidamente a un abanico de alteraciones del SNC: trauma, isquemia,
excitotoxicidad, infeccion viral y desmielinizacion (Sandvig et al., 2004). Tras lesion, se produce en la
glia-NG2 un aumento en la expresion de NG2 y en el nimero de sus procesos, que se mezclan con la
astroglia reactiva y que contribuyen a la cicatriz glial; de hecho, se ha observado que células gliales
NG2-positivas forman una interfase entre la astroglia y el tejido sanguineo en el nucleo de la lesion, por
lo que podrian intervenir en la estabilizacion de la cicatriz glial. NG2 también es inducido en
macrofagos, células endoteliales y fibroblastos que invaden la zona de lesion (Sandvig et al., 2004).

NG2. Es un CSPG transmembrana presente en la glia-NG2 y precursores de oligodendrocitos,
asi como en macrofagos y en fibroblastos en el lugar de lesion. Su region extracelular contiene una
secuencia diana de proteolisis cerca del dominio transmembrana, lo que permite liberar la region
extracelular de la membrana celular; su region intracelular contiene en su extremo C-terminal un
dominio de uniéon a PDZ, a través del cual une MUPP1, una proteina citoplasmatica con multiples
dominios PDZ que actia de andamio para el citoesqueleto celular. NG2 interacciona con varias
moléculas extracelulares, actuando de receptor al unir directamente Colageno, o bien potenciando la
union de algunos factores de crecimiento, como FGF2, a su receptor especifico (Sandvig et al., 2004;
Tan et al., 2005). El nucleo proteico de NG2 une especificamente una proteina de superficie celular,
(aunque hasta la fecha, este potencial receptor de NG2 atn no ha sido identificado (Dou y Levine, 1997))
ya que la inhibicion inducida por NG2 es revertida aumentando los niveles de cAMP y Ca+2
intracelulares, o bien mediante la toxina pertussis (lo que sugiere la participacion de proteinas G en la
cascada de sefializacion intracelular mediada por NG2) (Dou y Levine, 1997). NG2 es un inhibidor del
crecimiento neuronal, y su actividad inhibidora probablemente no resida en sus cadenas GAG, sino en
su nucleo proteico (Ughrin et al., 2003). NG2 puede ejercer su accion inhibidora del crecimiento
neuritico de distintas maneras: interrumpiendo la union de moléculas de adhesion celular presentes en el
cono de crecimiento, con sus sustratos en la matriz extracelular; interaccionando con un receptor
acoplado a proteinas G; o bien uniéndose a moléculas extracelulares inhibidoras, como Colageno y
Tenascina, aumentando asi la actividad inhibitoria del medio extracelular (Sandvig et al., 2004; Tan et
al., 2005).

1.4. Oligodendroglia v mielina

La hipdtesis de una posible accion inhibitoria de la mielina sobre neuronas adultas lesionadas
fue inicialmente planteada tras observar que en el SNC, fibras sin mielinizar regeneraban tras axotomia
quimica (que permite mantener la integridad de las fibras mielinizadas colindantes) mientras que la
axotomia mecanica, que dafiaba en mayor o menor medida axones mielinizados, no permitia la
regeneracion. Posteriores estudios afiadieron datos que reforzaban la premisa de que la mielina inhibe la
regeneracion axonal en el adulto: durante el desarrollo, el inicio de la mielinizacion coincide con el final
del periodo permisivo para la regeneracion axonal, y la mielina provinente del SNC, a diferencia del
SNP, posee una potente accion inhibidora del crecimiento neuritico (He y Koprivica, 2004).

Actualmente se sabe que la mielina, sintetizada por oligodendrocitos en el SNC y por células de
Schwann en el SNP, contiene distintas moléculas inhibidoras del crecimiento axonal. Ademas, la
oligodendroglia produce tras lesiéon otros elementos inhibitorios, como proteoglucanos condroitin-
sulfato, Tenascina R, o semaforinas transmembrana, que contribuyen al efecto negativo del entorno
sobre los axones dafiados (Sandvig et al., 2004).
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1.4.1. Inhibidores asociados a mielina

Nogo. NogoA, B, C forman parte de la familia Reticulon y son inhibidoras del crecimiento
axonal; las tres formas son en realidad tres variantes transcripcionales del mismo gen, y comparten una
region C-terminal de 188 AA y otra N-terminal de 172 AA. Las tres formas tienen dos dominios
hidrofobicos transmembrana en su region C-terminal, flanqueando un dominio de 66 AA llamado

Nogo66 que, junto con el extremo amino-terminal

de NogoA (NiG), posee actividad inhibitoria (figura

_ 18) (Chen et al., 2000b; GrandPre et al., 2000). En
Nogo el adulto, NogoA (pero no NogoB o Nogo(C) se
Nogo-A Noghs expresa en oligodendrocitos (pero no en células de

..T_':l 'mz Schwann), donde en su mayor parte se encuentra

e asociado a membranas reticulares y orientado hacia
e, . el lumen endosomal gracias a la sefial C-terminal de

~ 119288 retencion en reticulo endoplasmatico; debido a ello
se detectan pocas cantidades en la membrana

plasmatica de oligodendrocitos en cultivo (GrandPre
et al., 2000). Aun asi, algunas moléculas de NogoA
alcanzan la membrana plasmatica, y se han
detectado en la cubierta de membrana mas interna
de mielina, en contacto con el axon, donde
colocaliza con otras proteinas mielinicas, como por
ejemplo MAG y OMgp (He y Koprivica, 2004;

Figura 18. Estructura del inhibidor asociado a mielina Nogo. . .,
Las tres formas de Nogo (A, B, C) tienen en comun SandVlg et al., 2004)' NOgOA también se expresa,

la region C-terminal, compuesta por dos dominios hidrofébicos tanto durante el desarrollo como en la edad adulta,

(TM, transmembrana) que flanquean el dominio Nogo66. La o varios tipos de neuronas del SNC y periférico,
region N-terminal difiere en las tres formas debido a splicing

diferencial. En Nogo A, el extremo N-terminal se le conoce aunque no se detecta su CXPYGSién en células de

como NlG, Yy, junto con el dominio N0g066, tiene actividad Schwann (He y Koprivica’ 2004’ Mingorance et al.’
inhibitoria. El recuadro muestra la disposicion de Nogo en la 200 4)

membrana, con Nogo66 en la region extracelular/lumen . . .,
endosomal, y NiG en el citosol (adaptado de Sandvig et al., Diversos estudios demuestran su accidn

2004). inhibitoria in vivo: la aplicacion del anticuerpo IN-1
(contra NiG), que une NogoA y bloquea su efecto
inhibidor del crecimiento neuritico, estimula la regeneracion axonal e incluso la recuperacion locomotriz;
y la expresion inducida de NogoA en el SNP in vivo disminuye el recrecimiento axonal tras un tipo de
lesion del nervio cidtico que en condiciones normales permite la regeneracion (He y Koprivica,
2004).Tras una lesion en el SNC, la consiguiente lisis celular tendria como consecuencia la liberacion de
NogoA al medio externo, quedando los axones dafiados expuestos a su acciéon inhibidora, lo que
explicaria que neuronas transplantadas en el SNC sin causar trauma pueden regenerarse; en una
situacion normal, la mayor parte de NogoA queda recluido en el interior celular (Sandvig et al., 2004).
Los animales deficientes en Nogo no cumplieron las expectativas: usando como modelo el tracto
corticoespinal descendente, inicamente una de las 4 lineas mutantes, la que suprime NogoA/B, dio una
mejora significativa en la regeneracion de la conexion estudiada, lo que subraya el hecho de que, en la
mielina, otros elementos aparte de Nogo actian como inhibidores del crecimiento axonal (Zheng et al.,
2003).

MAG. MAG es una proteina transmembrana con gran afinidad por los gangliésidos GDIa y
GTIb. Es una sialoadhesina de la familia SIGLEC, y une los residuos de acido sidlico presentes en
gangliodsidos y proteinas (McKerracher, 2002). Contiene una region extracelular con un dominio Ig en el
extremo N-terminal tipo V, seguido de cuatro dominios Ig, y una region intracelular corta (figura 19)
(Filbin, 1995). A diferencia de Nogo y OMgp, en la edad adulta MAG se encuentra exclusivamente en
las cubiertas de mielina de oligodendrocitos y células de Schwann, aunque al igual que Nogo, MAG se
expresa intensamente en neuronas durante el desarrollo (Vourc'h y Andres, 2004).

MAG es una proteina bifuncional, que promueve el crecimiento neuritico en neuronas jovenes, y
sin embargo induce colapso y repulsion en neuronas adultas (Cai et al., 2001; Filbin, 1996; Sandvig et
al., 2004). Tras lesion en el adulto, las vainas de mielina dafiadas probablemente liberan una forma
soluble de MAG, llamada dMag, que bloquea la regeneracion axonal (Sandvig et al., 2004). A diferencia
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de NogoA, tanto MAG como OMgp se expresan en la membrana de oligodendrocitos, por lo que estan
mas expuestos a la interaccion con neuronas (Domeniconi et al., 2002). Al igual que ocurre con las
proteinas Nogo, el raton deficiente en MAG no presenta mejorias en la regeneracion de la medula
espinal, aunque en el SNP la regeneracion si que aumenta de forma significativa (He y Koprivica, 2004).

OMgp. OMgp es una proteina anclada a la membrana plasmatica de oligodendrocitos y neuronas
mediante una molécula GPI. Contiene un dominio rico en leucina, seguido de un dominio C-terminal
con repeticiones serina/treonina. Su expresion mayoritaria en el SNC se localiza en neuronas, aunque
también se expresa en oligodendrocitos a un nivel mas bajo, y aumenta durante las tres primeras
semanas postnatales en roedores, coincidiendo con el inicio de la mielinizacion (Vourc'h y Andres,
2004). En oligodendrocitos, OMgp se localiza en la membrana y en capas de mielina adyacentes a
axones. Se ha demostrado su actividad inhibitoria del crecimiento neuritico in vitro, aunque in vivo no
ha sido determinado (He y Koprivica, 2004; Wang et al., 2002).

1.4.2. Receptores para inhibidores asociados a mielina

NgR. Nogo66, MAG y OMgp unen un receptor comun: el receptor Nogo (NgR), una proteina
asociada a membrana mediante una molécula GPI, que es requerida por los tres elementos mielinicos en
su actividad de inhibicion del crecimiento neuritico (figura 20) (Domeniconi et al., 2002; Fournier et al.,
2001; Li et al., 2004; Wang et al., 2002). La hidrolisis de NgR a nivel de la molécula GPI bloquea la
inhibicion ejercida por Nogo66 en neuronas, y la expresion forzada de NgR en neuronas les confiere
sensibilidad a Nogo66. NgR esta formado por una secuencia sefal en su extremo N-terminal, un
dominio de ocho repeticiones ricas en leucina, flanqueado en el extremo C-terminal por un dominio
“capping” rico en cisteinas, y en el extremo N-terminal por un pequefio dominio rico en leucinas (Barton
et al., 2003). Existen tres isoformas de NgR con elevada homologia entre ellas: NgR1, NgR2 y NgR3.
La region N-terminal de NgR, que incluye las ocho repeticiones ricas en leucina mas el dominio
“capping” C-terminal, es suficiente para unir los tres ligandos, posiblemente a través de puntos distintos
entre si (He y Koprivica, 2004; Schwab et al., 2006). NgR2 es considerado un receptor especifico de
MAG, ya que NgR2 une MAG con mayor afinidad que NgR1, y la expresion inducida de NgR2 en
neuronas sensoriales es suficiente para producir inhibicion en presencia de MAG; ademas, una forma de
NgR2 soluble antagoniza el efecto inhibidor del crecimiento neuritico generado por MAG (Venkatesh et
al., 2005). NgR se localiza en la membrana plasmatica axonal de numerosas neuronas del SNC, aunque
no en todas, y también se expresa en astrocitos, pero no en oligodendrocitos ni en microglia. Al no tener
una region intracelular, NgR no puede transducir la sefial de inhibidores mielinicos; para ello es
necesario que NgR forme un complejo receptor, interaccionando con otras proteinas transmembrana:
P75N™® Troy y Lingo1 (He y Koprivica, 2004).

Receptores TNF: P75"™® y Troy. El receptor de neurotrofinas de baja afinidad, P75"'%, es
también miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR). P75"™ es una
proteina transmembrana con cuatro dominios ricos en cisteina extracelulares, y con una region
intracelular que incluye un punto de palmitoilacion (que le permite anclarse a balsas lipidicas), un
dominio de muerte tipo II que a su vez contiene un dominio de interacciéon con Rho A, y un dominio
PDZ (figura 20) (Yamashita et al., 2005). P75""® se expresa en neuronas y glia durante el desarrollo y la
etapa postnatal, y en la edad adulta parece ser que solamente se expresa a un bajo nivel y en
determinadas neuronas, como neuronas DRG y células ganglionares retinales; su expresion aumenta tras
lesion cerebral y medular (He y Koprivica, 2004). Al igual que NgR, P75N™ (y concretamente su region
intracelular) es necesario para mediar la actividad inhibitoria de los tres elementos mielinicos, y los
ratones mutantes deficientes en P75} pierden la respuesta ante MAG. Tras unir NogoA, NgR
interacciona, mediante su region extracelular entera, con los dominios ricos en cisteina 2-3 de p75NTR. y
es la region intracelular de P75N™® la que activa la sefial de Nogo en la célula (He y Koprivica, 2004;
Yamashita et al., 2005).

Troy (otro miembro de la familia de TNFR igual que P75"™) se expresa en neuronas de varias
regiones del SNC adulto (cerebelo, corteza, retina, DRG), a diferencia de P75", cuyo patréon de
expresion en el SNC adulto es mucho més restringido. Igual que P75™'%, Troy interacciona in vitro con
NgR y Lingol, para formar un complejo receptor funcional que activa la sefial intracelular de
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inhibidores mielinicos (figura 20), y el bloqueo de Troy en neuronas DRG atenia su respuesta
inhibitoria ante Nogo66 (Park et al., 2005).

Lingol. Es el miembro fundador de una familia de proteinas parecidas a Slit y de expresion
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Figura 19. Estructura del
inhibidor asociado a mielina
MAG.

MAG contiene en su
region extracelular un dominio Ig
tipo V y cuatro dominios Ig mas.
MAG une residuos de acido sialico
presente en proteinas y
ganglidsidos (Sandvig et al., 2004)

selectiva en cerebro. Lingo1 estd formado por una region extracelular que
contiene 12 motivos ricos en leucina flanqueados en cada extremo por
dominios “capping”, mas un dominio Ig; tiene ademas una region
transmembrana y una region intracelular corta con un lugar de
fosforilacion en tirosina parecido al de EGFR (figura 20) (Yamashita et al.,
2005). Se expresa unicamente en cerebro (concretamente en neuronas), y
empieza en la edad embrionaria, alcanzando un nivel maximo a edades
perinatales, y descendiendo progresivamente hasta llegar a un nivel de
expresion baja en la edad adulta. 14 dias después de lesionar la medula
espinal, la expresion de Lingol aumenta cinco veces en los tractos
lesionados. Lingol interacciona directamente con NgR1 y con P75N™® o
Troy formando un complejo ternario, y es responsable de parte de la
seflalizacion intracelular generada por inhibidores mielinicos, aunque
continua resultando imprescindible p75NTR (Mi et al., 2004; Park et al.,
2005). Lingol también se expresa en oligodendrocitos, donde actiia
inhibiendo la produccion de mielina durante el proceso de diferenciacion
oligodendroglial (Mi et al., 2005).

Otros Receptores. Ademas de unir y transducir la sefial mediante
el complejo receptor formado por NgR, P75"®/Troy y Lingol, MAG
puede unir el acido sialico presente en los gangliosidos GDIa y GTIb de
las membranas neuronales. GDIa y GTIb son necesarios para la actividad
inhibidora de MAG, y actGan como receptores funcionales de baja

afinidad para MAG, provocando la translocacién de P75"'% a balsas
lipidicas y asi estimulando el inicio de la cascada de sefnalizacion mediada
por MAG (Fujitani et al., 2005; He y Koprivica, 2004; Vyas et al., 2002).

De los tres miembros que forman la familia NgR, NgR2 une solamente MAG con mayor
afinidad que NgR1; la expresion forzada de NgR2 en neuronas DRG neonatales, cuya expresion
endogena de NgR es muy baja, inhibe el crecimiento neuritico ante MAG, mientras que en neuronas
cerebelares, que expresan NgR1, la expresion de NgR2 acentia la respuesta ante MAG (Venkatesh et al.,
2005).

Hay que tener en cuenta que el tratamiento con PLC, que elimina la unién GPI de moléculas
asociadas a membrana, disminuye el efecto inhibitorio de Nogo66 en el crecimiento neuritico de células
granulares, pero la respuesta ante MAG no resulta afectada; por lo tanto, las proteinas de la familia NgR
no son las tinicas que median en la acciéon de MAG (Niederost et al., 2002).

La region N-terminal inhibitoria de NogoA (NiG) no interacciona con el complejo receptor
NgR/P75"™ y presenta un patrén de puntos de unién in vivo distinto del de Nogo66. Por lo tanto, y a
diferencia del resto de componentes mielinicos, NiG produce inhibicién a través de un receptor distinto
del complejo NgR/P75N™® (Schweigreiter et al., 2004).

1.4.3. Senalizacién intracelular asociada a inhibidores mielinicos

Varios estudios demuestran que la accion inhibitoria sobre neuronas que ejercen los
componentes depende de la actividad de GTPasas de la familia Rho, conocidas por su papel clave en la
regulacion del citoesqueleto: lesiones en el SNC, asi como MAG y Nogo66 inducen la activacion de
RhoA, de su efector Rock, y la inhibicion de Racl, a menudo a través del complejo NgR/P75N™®
(Dubreuil et al., 2006; He y Koprivica, 2004; Madura et al., 2004; Niederost et al., 2002; Sandvig et al.,
2004). Ademas de estimular la actividad quinasa de Rockll, Nogo promueve la fosforilacion de la
cadena ligera de miosina (conocido efector de Rock), evento imprescindible para producir contraccion vy,
por tanto, el aumento del flujo retrogrado de filamentos de actina caracteristico de conos de crecimiento
en proceso de colapso o inhibicion (Alabed et al., 2006). La activacion de RhoA es indirecta: la union de
inhibidores mielinicos al complejo NgR/P75N™ estimula la interaccion entre P758'® y Rho-GDI, una
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proteina inhibidora de RhoA, secuestrandola e impidiendo asi que inactive RhoA; eso permitiria a su vez
que proteinas GEF activaran RhoA (He y Koprivica, 2004; Yamashita et al., 2005). Por otra parte,
moléculas de matriz extracelular, como Laminina y Coldgeno, pueden antagonizar los efectos
inhibitorios de MAG in vitro en lineas neuronales mediante la activacion de Rac1 (Laforest et al., 2005).
MAG, al igual que Netrinal o

BDNF, forma parte del grupo de factores

_ P con actividad quimiotactica cuya sefial
Pt ? . intracelular depende del nivel de cAMP: la
MAG sefial intracelular de MAG transcurre a

través de proteinas G sensibles a la toxina
pertussis y da lugar a la disminucion del
nivel de cAMP (Cai et al., 1999), mientras
que la activacion de la via dependiente de
cAMP convierte la respuesta repulsiva del
Nogo-66 cono de crecimiento desencadenada por
MAG en atraccion (Song et al., 1998). El
T aumento del nivel de cAMP puede producir
g la activacion de Arginasal y asi estimular la
sintesis de poliaminas, y se ha demostrado
que la sobreexpresion de Arginasal y la
presencia de poliaminas exogenas pueden
superar la inhibicion generada por MAG y
mielina; ademas, el nivel de Arginasal
disminuye con la edad, y esa caida coincide
Lingo-1 con el cambio de actividad de MAG de
promocion del crecimiento neuritico a

inhibicion (He y Koprivica, 2004).

Eqiigelllirnz 20. Complejos receptores de inhibidores asociados a Se ha observado interferencias entre la
OMgp, MAG y NogoA unen complejos receptores seflal intracelular de neurotrofinas y de

formados por NgR, Lingol y P75"™/Troy. Nogo A une NgR a MAG, que podrian ser debidas al hecho de

través de su extremo N-terminal o Amino-Nogo (que corresponde al NTR

dominio NiG) o bien a través de Nogo66. Los interrogantes en que ?O.Inparten el receptor P75 (He y

Nogo66 se refieren a las dos posibles disposiciones de Nogo66 en la Koprivica, 2004). Asi, las neurotrofinas

membrana segin las regiones hidrofébicas que contiene su bloquean el efecto inhibidor de MAG en la

ia (adaptado de Schwab et al., 2006). . .
secuencia (adaptado de Schwab et a ) regeneracion axonal, posiblemente porque

activan PKA (quinasa dependiente de
cAMP), y ésta a su vez fosforila e inhibe RhoA (Cai et al., 1999).

Ademas de la regulacion de las GTPasas Rho y Racl, Nogo66 y MAG inician a través del complejo
NgR/P75"™® una via de sefializacion dependiente de proteinas G y PLC, que genera un aumento de Ca+2
intracelular y diverge, por un lado, en la activacion de la quinasa PKC, y por otro lado, en la activacion
de los receptores IP3 presentes en el compartimiento endosomal celular (Hasegawa et al., 2004).
Hasegawa y colaboradores proponen que la accion de inhibidores mielinicos en la neurona se debe a un
balance entre la activacion de la via dependiente de PKC y de la via dependiente de IP3, de manera que
la activacion predominante de PKC inhibe el crecimiento neuritico, mientras que si predomina el
estimulo mediado por IP3, se produce un aumento del crecimiento neuritico (Hasegawa et al., 2004).
Tras una lesion medular, la infusidon continuada in vivo de un inhibidor de la PKC estimula
considerablemente la regeneracion de algunos tractos seccionados (Sivasankaran et al., 2004).

1.4.4. Otros inhibidores derivados de oligodendroglia

Ademas de mielina, los oligodendrocitos sintetizan otros componentes que también resultan
inhibidores para el crecimiento neuronal. Por ejemplo, las variantes V2 y V3 de Versican, asi como
Brevican, son CSPG que se encuentran enriquecidos en oligodendroglia y en la mielina del CNS
(Vourc'h y Andres, 2004).

Los oligodedrocitos también producen y secretan la glucoproteina Tenascina R, cuya expresion
es estimulada en la zona lesionada. Al igual que MAG, Tenascina R es una molécula bifuncional,
produciendo adhesion y desadhesion celular, y realiza su funcion en la neurona ligando F3/F11, un



Introduccion 59

receptor anclado a la membrana neuronal a través de GPI, mientras que interacciona con astrocitos y
oligodendrocitos a través de sulfatidas asociadas a su membrana plasmatica. Tenascina R inhibe la
adhesion celular al interferir en la union de integrinas de membrana plasmatica a Fibronectina en la
matriz extracelular (Sandvig et al., 2004).

Recientemente, se ha descrito la expresion de EfrinaB3 en oligodendroglia mielinizante postnatal; in
vitro, EfrinaB3 tiene un potente efecto inhibidor del crecimiento de neuronas, equivalente a la accion de
los tres inhibidores mielinicos (Nogo, MAG y OMgp) combinados (Benson et al., 2005).

La accion repulsiva de Sema4D y SemaSA, dos semaforinas transmembrana expresadas en
oligodendrocitos, ha sido relacionada con inhibicion de la regeneracion axonal; esta cuestion se aborda
detalladamente mas abajo.

2. FACTORES GUIA EN REGENERACION AXONAL

La persistente expresion de diversos factores guia y de sus receptores en la edad adulta sugiere
que dichas moléculas no solamente participan en el desarrollo del sistema nervioso, sino que
probablemente también tengan algin papel en la funcion nerviosa durante el periodo adulto (de Wit y
Verhaagen, 2003; Koeberle y Bahr, 2004). Uno de los aspectos caracteristicos del sistema nervioso
adulto es la regulacion de su capacidad regenerativa. De hecho, en los ultimos afios, numerosas
evidencias se han descrito involucrando a factores guia en la regulacion del crecimiento axonal tras
lesion. Ya ha sido mencionada la contribucion de efrinas/eph y slits en la respuesta del tejido nervioso
dafiado (ver mas arriba). En rata, Netrinal aumenta ostensiblemente su expresion en células de Schwann
tras la lesion del nervio ciatico y su posterior reparacion (Madison et al., 2000), y en el mesénquima que
rodea el epitelio nasal (origen de los axones olfativos) la expresion de Netrinal aumenta de forma
transitoria tras bulbectomia unilateral (Astic et al., 2002); la expresion de Dcc 'y Unc5h2 disminuye en
células ganglionares retinales tras axotomia del nervio dptico (Ellezam et al., 2001), mientras que en
planarias, homélogos de Netrinal y de su receptor son esenciales en el proceso de regeneracion que, en
los individuos de esta especie, tiene lugar a lo largo de toda su vida (Cebria y Newmark, 2005). Todos
estos datos apuntan a que Netrinal y sus receptores Dcc y Unc5h pueden influir en el proceso de
regeneracion axonal tanto en el SNC como periférico. También Reelina parece tener alguna funciéon en
la regeneracion del nervio olfativo, ya que la disminucion del nivel de expresion de Reelina en células
mitrales del bulbo olfativo tras lesion quimica del epitelio olfativo, y su posterior recuperacion hasta
alcanzar el nivel normal, previo a la lesion, coincide cronolégicamente con el periodo de regeneracion
de los axones olfativos dafiados (Okuyama-Yamamoto et al., 2005).

Sin embargo, son las semaforinas los factores guia que mas atencion han recibido en cuanto a su
posible funcion en la regeneracion axonal del sistema nervioso, y que se explica en detalle a
continuacion.

2.1. Semaforinas como inhibidores de la regeneracion axonal

En el SNC adulto, la accién in vivo de semaforinas secretables tras lesion parece depender de la
rotura de las cubiertas meningeas, que produce la migracion de fibroblastos que expresan semaforinas
clase 3 desde las meninges hasta la zona de lesion y su incorporacion a la cicatriz glial (Pasterkamp et al.,
1999). En el sistema olfativo adulto, la axotomia de neuronas olfativas da lugar a un aumento transitorio
en la expresion de Sema3A en el lugar de lesion que no impide la regeneracion de los axones, aunque
éstos expresen Npl. Sin embargo, una lesion mas agresiva (bulbectomia) genera la formacion de una
cicatriz glial que expresa Sema3A intensamente y que los axones Npl-positivos son incapaces de
atravesar (Giger et al., 1998a), mientras que, tras la axotomia del nervio olfativo, la aplicacion local de
un inhibidor especifico de Sema3A Illamado SM-216289 en la zona lesionada estimula
significativamente la regeneracion de los axones olfativos lesionados (Kikuchi et al., 2003). Por otra
parte, lesiones en la medula espinal producen un aumento en la expresion de todas las semaforinas
secretables en fibroblastos meningeos, que migran y se incorporan a la cicatriz glial de la zona lesionada.
Tanto los tractos sensoriales ascendentes (originados en los DRG), como los tractos motores
descendentes expresan distintos componentes de la via de sefializacion de semaforinas clase 3 tras ser
axotomizados, lo que posiblemente les hace sensibles a la accion inhibitoria de semaforinas y les impide
atravesar la cicatriz glial (De Winter et al., 2002b; Lindholm et al., 2004; Pasterkamp et al., 2001). In
vitro, células meningeas que expresan Sema3A y Sema3C producen el colapso de axones DRG, que
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puede ser revertido bloqueando el receptor Npl o usando células meningeas provinentes de ratones
deficientes en Sema3A4 (Niclou et al., 2003). Por lo tanto, en lesiones en la edad adulta, la presencia de
semaforinas clase 3 expresadas por fibroblastos meningeos en la cicatriz glial probablemente contribuye
al ambiente inhibitorio que distintos elementos de origen oligodendroglial y astroglial generan en la
zona de lesion, y que impide el recrecimiento de los axones dafiados (Sandvig et al., 2004).

Sin embargo, en el SNC joven o en el SNP, la ausencia de semaforinas secretables en el tejido
nervioso lesionado esta directamente relacionada con su mayor capacidad regenerativa en comparacion
con el SNC adulto; asi, la axotomia del tracto lateral olfativo a edades postnatales, a diferencia de lo que
ocurre en el adulto, no genera la formacion de una cicatriz glial, ni la infiltracion de fibroblastos que
expresan Sema3A en la zona de lesion, y en esa situacion los axones dafiados regeneran (Pasterkamp et
al., 1999). La lesion de nervios periféricos (en condiciones que permitan su posterior regeneracion)
produce una caida en el nivel de expresion de Sema3A en las motoneuronas afectadas que se recupera al
restablecerse la inervacion (Pasterkamp et al., 1998b), y ademas estimula la expresion de varias
semaforinas secretables en la region perineural (Ara et al., 2004; Scarlato et al., 2003); teniendo en
cuenta que las neuronas lesionadas contintian expresando neuropilinas (Pasterkamp et al., 1998b), la
regulacion a la baja de Sema3A en esas neuronas podria evitar la acumulacién de un elemento
inhibitorio en la zona de lesion, favoreciendo asi el recrecimiento del axon, mientras que la accion
repulsiva de las semaforinas alrededor del nervio regenerante impediria a éste desviarse de su trayectoria
original previa a la lesion (Pasterkamp et al., 1998b; Scarlato et al., 2003).

Ademas de semaforinas clase 3, se ha observado que también otras semaforinas intervienen en
procesos relacionados con lesion del tejido nervioso; a diferencia de las semaforinas secretables,
generadas por el componente fibroblastico de la cicatriz glial, las semaforinas SemaSA y Sema4D,
ambas transmembrana, son sintetizadas por oligodendroglia y posiblemente actien como elementos
inhibidores mielinicos. En el nervio optico, Sema5A se expresa en oligodendrocitos antes y después de
axotomia, produce el colapso y la inhibicidon del crecimiento de axones retinales, y el uso de anticuerpos
bloqueantes de SemaSA mejora significativamente la regeneracion de los axones retinales (Goldberg et
al., 2004); Sema4D se expresa en oligodendrocitos en el momento en que éstos inician la produccion de
mielina, produce colapso y repulsion en axones, y su expresion aumenta en oligodendroglia tras lesién
medular, principalmente en la zona lesionada (Moreau-Fauvarque et al., 2003).
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1. EL HIPOCAMPO

1. LA FORMACION HIPOCAMPAL EN EL ADULTO

Segiin Amaral y Witter (1995), el término “formacion hipocampal” incluye el hipocampo
propiamente dicho (en adelante referido simplemente como “hipocampo”), el giro dentado, la corteza
entorrinal y el complejo subicular.

Figura 21. Estructura tridimensional del hipocampo de rata (adaptado de Amaral y Witter, 1995).

1.1. El giro dentado

El giro dentado esta formado por la fascia dentata o giro dentado propiamente dicho, y el hilus.
Se le considera la primera etapa del circuito trisindptico intrahipocampal, ya que es éste el que recibe la
mayoria de las conexiones de la corteza entorrinal, que envia informacion sensorial de distintos tipos
(figura 22, 26) (Freund y Buzsaki, 1996).

1.1.1. Histologia del giro dentado

Capa molecular. Junto a la fisura hipocampal, contiene los arboles dendriticos de las células
granulares, asi como diversos tipos de interneuronas (Amaral y Witter, 1995).

Capa granular o estrato granular. Adyacente a la capa molecular, esta formada por las células
principales del giro dentado, las células granulares, que se agrupan en 4-8 filas densamente
empaquetadas. Junto con la capa molecular forman una V o U (dependiendo de la posicion septo-
temporal), con el hilus en su interior. La parte de la U adyacente a la region CA1 del hipocampo se la
conoce como suprapiramidal, y la parte opuesta se la denomina infrapiramidal. A lo largo de la
superficie de la capa granular se encuentran otros tipos de células, la mayoria de ellos interneuronas
inhibidoras (Amaral y Witter, 1995).

Hilus o capa polimérfica. Delimitada a un lado por la region CA3 del hipocampo, y englobada
por la U que forma la capa granular, su principal componente celular son las células musgosas, aunque
también presenta otros tipos celulares minoritarios. Contiene también las dendritas de las células
musgosas y los colaterales axonicos de las fibras musgosas (los axones de las células granulares)
(Amaral y Witter, 1995).
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1.1.2. Tipos celulares en el giro dentado

Células granulares. Son las células principales del giro dentado, y se sitGian en la capa granular.
Con un soma pequefio (8-12 um de diametro), presentan dos arboles dendriticos, orientados radialmente
y con elevada densidad de espinas, que se extienden hasta la fisura hipocampal y ocupan toda la
extension de la capa molecular. Los axones de las células granulares se llaman fibras musgosas, y surgen
del polo del soma opuesto a las dendritas; conectan con las dendritas proximales de las células
piramidales de la region CA3 del hipocampo, formando botones sindpticos caracteristicos por su gran
tamafio y conocidos como terminales musgosos. Los terminales musgosos se concentran en el estrato
lacido de la region CA3 (Amaral y Witter, 1995; Freund y Buzsaki, 1996).

Células musgosas. Situadas en el hilus, donde son el tipo celular mayoritario, presentan elevada
densidad de dendritas espinosas, asi como excrecencias espinosas en el soma y en el tramo proximal del
arbol dendritico. Las dendritas quedan recluidas en el hilus y, aunque ocasionalmente alcancen las capas
granular y molecular, virtualmente nunca invaden la region CA3 del hipocampo. El axén sinapsa con el
tercio interno de las dendritas de las células granulares, situadas en la capa molecular del giro dentado,
siendo la inervacion tanto ipsilateral como contralateral; las fibras contralaterales de las células
musgosas forman la proyeccion comisural del giro dentado (Amaral y Witter, 1995). Existe un debate
acerca de si se considera a las células musgosas como neuronas piramidales desplazadas y
posteriormente modificadas, ya que comparten caracteristicas electrofisioldgicas y neuroquimicas con
las células piramidales de la CA3c (zona de la CA3 mas proxima al giro dentado) (Frotscher et al., 1991).

Otros tipos celulares. Estan presentes en las tres capas del giro dentado, y son considerados
minoritarios en cuanto a numero de células y tipo de conexiones establecidas (Amaral y Witter, 1995;
Freund y Buzsaki, 1996). Muchos de ellos tienen en comin la expresion de GABA como
neurotransmisor y por lo tanto funcionan como interneuronas inhibidoras; seran tratados con detalle mas
adelante.

1.1.3.  Conexiones en el giro dentado

Conexiones aferentes:
- La proyeccion asociacional/comisural parte de las células musgosas presentes en la capa
polimorfica del giro dentado, y sus axones inervan el tercio interior de la capa molecular y sinapsan con
las dendritas de las células granulares. Es una proyeccion glutamatérgica, y se la llama
asociacional/comisural porque contiene axones tanto ipsilaterales (asociacionales) como contralaterales
(comisurales), y una misma célula musgosa puede contribuir a la vez a ambos componentes de la
proyeccion. Ademas de las células granulares, las células GABAérgicas en cesto presentes en la capa
molecular son también diana de los axones de las células musgosas del hilus (Amaral y Witter, 1995;
Freund y Buzsaki, 1996).
- La proyeccion de la via perforante constituye la principal entrada del giro dentado. Los axones
de esta conexion se originan principalmente en la capa II de la corteza entorrinal y sus terminaciones
quedan restringidas en los dos tercios superficiales de la capa molecular del giro dentado (Amaral y
Witter, 1995).
- El giro dentado recibe la conexion del septum, que tiene su origen en el nicleo medio y en el
nucleo de la banda diagonal de broca, y termina en todas las regiones de la formacion hipocampal, pero
de manera prominente en el giro dentado; en éste la conexion septal inerva de manera robusta el hilus
(donde las terminaciones se concentran en una estrecha banda infragranular) y mas débilmente la capa
molecular (Amaral y Witter, 1995)
- El giro dentado recibe una importante proyeccion del hipotalamo, principalmente de la region
supramamilar, que inerva densamente una estrecha franja de la capa molecular, situada justo por encima
de la capa granular (Amaral y Witter, 1995).
- El giro dentado recibe una importante entrada de fibras noradrenérgicas y serotoninérgicas, que
parten, respectivamente, del nicleo pontino locus coeruleus, y de varios lugares del nucleo del raphe.
Ambas conexiones inervan el hilus del giro dentado, aunque las terminaciones serotoninérgicas tienden
a concentrarse justo por debajo de la capa molecular. También existe una conexion dopaminérgica
procedente del area tegmental ventral, aunque minoritaria y de difusa distribucion (Amaral y Witter,
1995).
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Conexiones Eferentes. El giro dentado establece una tnica proyeccion extrinseca: la formada
por las fibras no-mielinizadas de las células granulares llamadas fibras musgosas, que sinapsan con las
neuronas piramidales de la region CA3
del hipocampo. Por el camino,
colaterales de las fibras musgosas
inervan la capa polimorfica del giro
dentado y contactan con las dendritas de
las células musgosas, asi como con
interneuronas y otros tipos celulares
(Amaral y Witter, 1995).

1.2. El hipocampo propio

El hipocampo consta de tres
regiones, llamadas CA (por cornu
ammonis, o cuerno de Amoén): CAl,
CA2, CA3 (figura 22). Entre las
regiones CA1 y CA3 hay diferencias en
cuanto al tamafio de sus células
principales, las neuronas piramidales
(més grandes en la CA3) y al patron de

Figura 22. Citoarquitectura de la formacion hipocampal. 7, .,
1zquierda: dibujo de Santiago Ramoén y Cajal, representando la conexion. En cuanto a la region CA2

formacion hipocampal. existe cierta controversia; inicialmente

Derecha: imagen en blanco y negro de un corte horizontal del

cerebro de rata, tefiido mediante la técnica Nissl (adaptado de Amaral y fue definida como una estrecha zona

Witter, 1995). CE: corteza entorrinal. cg: capa granular. cm: capa molecular. entre las regiones CAl y CA3, con
DG: giro dentado. PaS: parasubiculum. hl: hilus/capa polimorfica; PrS: neuronas piramidales grandes como en
presubiculum; SU: subiculum. sl: estrato licido; slm: estrato lacunosum- .

moleculare. sp: estrato piramidal. so: estrato oriens. sr: estrato radiado. la CA3> pero sin la entrada de fibras

musgosas como en la CAl. Aunque a

menudo se haya cuestionado la
existencia de esta region, el conjunto de datos indica que si hay una region CA2 con caracteristicas
propias de conexion y probablemente funcionales. Al no ser objeto de estudio de este trabajo, en
adelante la region CA2 no serd tratada con mas detalle; para mas informacion, ver Amaral y Witter
(1995).

1.2.1. Histologia del hipocampo

Las tres regiones CA presentan una organizacion en capas en general parecida (Amaral y Witter,
1995):

Capa piramidal. Contiene las células principales del hipocampo: las neuronas piramidales.

Estrato oriens. Capa adyacente a la piramidal, situada en posicion mas profunda a ésta (cerca
del ventriculo lateral); contiene las dendritas basales de las neuronas piramidales.

Alveus. Situada en posicion mas profunda al estrato oriens (justo por debajo del ventriculo
lateral), es la capa mas profunda del hipocampo.

Estrato Idcido. Presente solo en CA3, esta estrecha capa sin células es adyacente y superficial a
la capa piramidal, y contiene las fibras musgosas del giro dentado. En su extremo distal la capa se
ensancha ligeramente, alli donde las fibras musgosas se curvan momentaneamente; es éste el punto que
marca el limite entre CA3 y CA2/CAL.

Estrato radiado. Se sitia superficial al estrato licido en CA3 y a la capa piramidal en CA2 y
CAl, y contiene las dendritas apicales de las neuronas piramidales, asi como las conexiones
asociacionales en CA3 y las conexiones colaterales de Schaffer en CAl.

Estrato lacunosum-moleculare. Es la capa mas superficial del hipocampo, y donde terminan,
entre otras, la conexion que proviene de la corteza entorrinal, llamada via perforante. Contiene junto con
el estrato radiado las dendritas apicales de las neuronas piramidales.
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1.2.2. Tipos celulares del hipocampo

Neuronas piramidales de la region CA3. Las neuronas piramidales en CA3 presentan cuerpos
celulares grandes formando una capa de entre 60 y 120 um de espesor. Las dendritas apicales se
extienden por los estratos radiado y lacunosum-moleculare, mientras que las basales, mas numerosas y
cubiertas por pequefias espinas, se encuentran en el estrato oriens. Las dendritas proximales (cercanas al
soma) presentan grandes excrecencias espinosas, botones sinapticos que contienen los terminales de las
fibras musgosas y que forman el estrato lucido (presente s6lo en CA3). Los axones de las células
piramidales emergen del polo basal de la neurona o bien de una dendrita primaria basal, y arborizan
profusamente en la misma CA3 antes de abandonarla para inervar distintas regiones (Amaral y Witter,
1995; Freund y Buzsaki, 1996).

Neuronas piramidales de la region CAL. Las neuronas piramidales de la region CA1 tienen un
soma algo mas pequefio que las de CA3, y se agrupan formando una capa también algo mas estrecha, de
unos 50-100 um de grosor. Sus dendritas apicales ocupan los dos estratos adyacentes, el estrato radiado
y el estrato lacunosum-moleculare, mientras que las dendritas basales arborizan por el estrato oriens. El
axon surge de la parte del soma cercana al tronco dendritico apical o bien desde una dendrita basal, y
establece muy pocas conexiones locales en la misma CAl, a diferencia de CA3 (Amaral y Witter, 1995;
Freund y Buzsaki, 1996).

Otros tipos celulares. Se distribuyen por todas las capas y regiones del hipocampo, y en su
mayoria presentan immunoreactividad para GABA, por lo que son consideradas neuronas inhibidoras de
circuito local. Muchas de estas interneuronas GABAérgicas colocalizan con otras substancias
neuroactivas, como neuropéptidos y proteinas de unioén a calcio; esta caracteristica ha permitido la
identificacion y clasificacion de distintas poblaciones de interneuronas en el hipocampo, que seran
descritas en el siguiente apartado.

1.2.3. Interneuronas del hipocampo

Existen distintas clasificaciones referentes a las neuronas GABA¢érgicas de circuito local en el
hipocampo y el giro dentado, segin sus caracteristicas morfoldgicas, conectivas o neuroquimicas.
Dichas clasificaciones a menudo definen grupos de interneuronas que se solapan entre ellas, lo que
indica la complejidad de esta poblacion celular. Hay que tener en cuenta que este apartado se refiere
solamente a las dos clasificaciones mas utilizadas; para una revision exhaustiva, ver Freund y Buzsaki,
(1996).

Interneuronas seguin su morfologia y conectividad:
- Interneuronas axo-axonicas o candelabro. Su axén forma hileras de entre dos y treinta botones
sinapticos que contactan especificamente con el segmento inicial del axén de neuronas principales, y el
soma se situa en la capa piramidal del hipocampo y granular del giro dentado (Freund y Buzsaki, 1996).
- Células en cesto. Su terminal axdénico adopta la forma de un cesto, que envuelve y contacta el
soma de las neuronas principales, y el soma se localiza en las capas piramidal o granular, o en sus
proximidades. De los distintos tipos de células en cesto, el mejor caracterizado es el piramidal (Freund y
Buzsaki, 1996).
- Interneuronas que inervan las dendritas de neuronas principales. Existen distintos tipos segin
la distribucion de su arbol dendritico, todos ellos especializados en contactar con segmentos dendriticos
especificos de las neuronas principales; algunos de ellos, ademads, contactan conjuntamente con
determinados aferentes excitadores (Freund y Buzsaki, 1996).
- Interneuronas especializadas en inervar otras interneuronas (1S, interneurona-selectivas). Se
describen tres tipos principales segin su conectividad y caracteristicas neuroquimicas: IS-1, que
contienen Calretinina, IS-2 e IS-3, ambas immunoreactivas para Calbindina y VIP (Freund y Buzsaki,
1996).

Interneuronas seguin su contenido en proteinas secuestradoras de calcio y neuropéptidos:

En el hipocampo y giro dentado, la expresion de las proteinas secuestradoras de calcio
Parvalblimina, Calbindina y Calretinina, definen tres poblaciones independientes de interneuronas.
También pueden identificarse distintos grupos de interneuronas segin su expresion de neuropéptidos:
Somatostatina, NPY, CCK y VIP (Freund y Buzsaki, 1996).
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- Parvalbumina. Son interneuronas con somas grandes localizados en la capa piramidal y granular,
y en general corresponden a células en cesto o axo-axonicas (figura 23) (Freund y Buzsaki, 1996).
- Calbindina. Las neuronas immunoreactivas para Calbindina corresponden a interneuronas,
neuronas granulares del giro dentado y neuronas piramidales superficiales de CA1. Una subpoblacion de
interneuronas que contienen Calbindina y somatostatina, situadas
en el estrato oriens/alveus del hipocampo proyectan hacia el
septum medial; el resto de interneuronas positivas para Calbindina
se sitlian en el estrato radiado limitando con el estrato lacunosum-
moleculare, asi como en el estrato lacunosum-moleculare y en las
capas de neuronas principales (figura 23) (Freund y Buzsaki, 1996).
- Calretinina. Se describen dos grupos de interneuronas
i/ y GABA¢érgicas que contienen Calretinina: interneuronas espinosas,
S presentes en el hilus y el estrato lucido de la CA3, y con grandes
espinas que reciben el contacto sinaptico de las fibras musgosas del
giro dentado; e interneuronas no-espinosas, cuya gran mayoria
corresponde al tipo de interneuronas IS, especializadas en inervar
otras interneuronas (figura 23) (Freund y Buzsaki, 1996).
- Somatostatina. Se localizan en el hilus, en el estrato oriens
de CAl, y en los estratos oriens, piramidal, Iucido y radiado de
CA3 (figura 24). Las interneuronas immunoreactivas para
somatostatina del hilus corresponden a células HIPP (hilar
perforant path-associated cell), interneuronas cuyas dendritas se
restringen al hilus, y cuyo axon arboriza profusamente en los dos
tercios externos de la capa molecular, donde coincide con los
axones entorrinales. Las interneuronas somatostatina-positivas de
CA1l y CA3 corresponden a células O-LM (oriens-lacunosum-
moleculare), caracterizadas por tener un axon que ramifica
exclusivamente en el estrato lacunosum-moleculare, coincidiendo
alli con fibras entorrinales. La mayor parte de las interneuronas de
o CAl, situadas en el estrato oriens/alveus, colocalizan
Figura 23. Distribucion de interneuronas . ST . .
en el hipocampo y giro dentado segtin su somatostatina y Calbindina, y proyectan hacia el septum medial
expresién de proteinas de unién a Ca+2 (Freund y Buzsaki, 1996).
g’;;r‘)’f‘;g:g‘;“;‘;egﬂr;tg‘l;;‘:‘;kﬁggi'”a) - Neuropéptido Y (NPY). Se sitlan mayoritariamente en el
hilus y la capa granular del giro dentado, en el estrato oriens y la
capa piramidal de CAl, y en todas las capas de CA3 excepto el
estrato lacunosum-moleculare (figura 24). Muchas de las
interneuronas immunoreactivas para NPY comparten caracteristicas con interneuronas positivas para
somatostatina (células HIPP y O-LM) (Freund y Buzsaki, 1996).
- Colecistoquinina (CCK). Se localizan en el hilus y la capa granular, y en el hipocampo ocupan
mayoritariamente el estrato radiado. Corresponden a una subpoblacién de células en cesto,
independiente de la que contiene parvalbumina, que inervan la region perisomatica de neuronas
granulares, piramidales, interneuronas y células musgosas (figura 24) (Freund y Buzsaki, 1996).
- Polipéptido intestinal vasoactivo (VIP). En el giro dentado existen dos poblaciones distintas:
una poblacion localizada en la capa granular o proximidades, correspondiente a células en cesto que
contactan con el soma de células granulares y que colocalizan CCK y VIP; otra poblacion se sitia en el
hilus o estrato molecular, colocaliza Calretinina y VIP y esta formada por interneuronas especializadas
en inervar otras interneuronas (concretamente, del tipo IS-3). En el hipocampo se distinguen tres
poblaciones de interneuronas VIP-positivas, distribuidas por todas sus capas: una poblacion
correspondiente a interneuronas tipo IS-3, immunoreactivas para VIP y Calretinina; otra poblacion
formada por interneuronas tipo IS-2, que también colocaliza VIP y Calretinina, y que inerva
interneuronas localizadas en el estrato radiado; y finalmente una poblacion de células en cesto, que
expresan VIP y CCK, y que inervan la region perisomatica de las neuronas piramidales (figura 24)
(Freund y Buzsaki, 1996).
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1.2.4. Regiéon CA3 vy
sus conexiones

Somatostatina

B sl

La region CA3 del
hipocampo representa la segunda
etapa del bucle trisinaptico, al ser
sus neuronas piramidales la
principal diana de las fibras
musgosas del giro dentado
(figura 26). La region CA3 puede
subdividirse en tres partes
(Amaral y Witter, 1995):

- CA3c, o parte de CA3
adyacente al hilus;
- CA3a, o parte adyacente

a CA2;
Figura 24 . Distribucion de interneuronas en el hipocampo y giro dentado segin su ’ CA3b ¢
expresion de Somatostatina, Neuropéptido Y (NPY), Polipéptido intestinal vasoactivo » queE s e.ncuen a
(VIP) y Colecistoquinina (CCK) (adaptado de Freund y Buzsaki, 1996). entre las dos partes anteriores

Conexiones aferentes. Ademas de la inervacion por parte de las fibras musgosas originadas en
el giro dentado, la region CA3 recibe otras aferencias de tipo excitatorio, todas ellas también
estrictamente laminadas (Amaral y Witter, 1995):

- entradas desde otros puntos de la misma CA3 y de CA2, llamadas asociacionales (ipsilaterales)
y comisurales (contralaterales), y ambas terminan en los estratos oriens y radiado;

- recibe la conexion de la via perforante, que se origina en la capa II de la corteza entorrinal y
termina en el estrato lacunosum-moleculare de CA3;

- recibe la proyeccion del septum, que se origina en el nicleo septal medial y en el nicleo de la
banda diagonal de broca, y una parte importante de ella la constituyen axones GABAérgicos. En CA3
inerva principalmente el estrato oriens y, en menor extension, el estrato radiado, contactando
mayoritariamente con interneuronas;

- recibe una entrada noradrenérgica desde el locus coeruleus, que contacta preferentemente con
dendritas de interneuronas en el estrato lucido y en la parte superficial del estrato lacunosum-moleculare.

Conexiones eferentes. La region CA3 envia proyecciones a distintas partes del hipocampo y

fuera de él (Amaral y Witter, 1995; Freund y Buzsaki, 1996):
- la principal conexion eferente la establecen en la region CAl del hipocampo, y es conocida
como asociacional o colateral de Schaffer; al igual que en la estructura dendritica, también hay
diferencias entre las tres zonas de CA3 respecto a la topografia y distribucion de esta conexion.
Considerando niveles septo-temporales (eje largo del hipocampo, con el extremo septal situado
rostralmente) iguales o cercanos a las neuronas de origen de la proyeccion:

—los axones de CA3c terminan preferentemente en la zona de CA1l mas distal (cercana al area

subicular) y contactan con las dendritas del estrato radiado;

—los axones de CA3Db tienen preferencia por la zona intermedia de CA1, y tienen mas tendencia a

inervar las dendritas del estrato radiado que las del estrato oriens;

—los axones de CA3a sinapsan con las dendritas de los estratos oriens y radiado de la zona de

CA1 adyacente a CA2.
- CA3 y CA2 proyectan a otras regiones CA3 y CA2, contactando ipsilateralmente con las
dendritas de los estratos oriens y radiado; son las llamadas conexiones asociacionales.
- CA3 establece conexiones comisurales (en el hipocampo contralateral) con CA1, CA2 y CA3,
terminando en los estratos oriens y radiado.
- En la parte ventral del hipocampo, la regiones CA3 y CA2 envian algunas aferencias a la capa
polimoérfica del giro dentado (Ishizuka et al., 1990).
- La region CA3 también proyecta a regiones extrahipocampales, concretamente al nicleo lateral
del septum (Swanson et al., 1980; Tamamaki et al., 1984).
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1.2.5. Regidén CAl v sus conexiones

La region CAl, principal diana de los axones de CA3 (colaterales de Schaffer), constituye
entonces la tercera y ultima etapa del bucle trisinaptico intrahipocampal (figura 26). Se considera a la
region CA1, junto con el subiculum, como la principal emisora de proyecciones externas del hipocampo,
principalmente de vuelta a la corteza entorrinal (y cerrandose asi el bucle de informacion), pero también
de forma indirecta a otras zonas neocorticales (Freund y Buzsaki, 1996).

Conexiones aferentes. La region CA1 establece una conexion asociacional débil, a diferencia de
CA3, cuya proyeccion asociacional es masiva; unicamente colaterales aislados penetran en el estrato
oriens y en la capa piramidal de regiones CAl adyacentes. CA1 recibe una proyeccion comisural que
resulta también minoritaria (Amaral y Witter, 1995) Por lo tanto, las principales conexiones de CA1 son
aferencias extrinsecas a la region (Amaral y Witter, 1995):
- recibe una proyeccion minoritaria del septum, cuyas terminaciones se concentran en el estrato
oriens;
- recibe fibras provinentes de la capa III de la corteza entorrinal, que forman parte de la via
perforante;
- recibe proyecciones noradrenérgicas y serotoninérgicas, también minoritarias;
- recibe fibras de la amigdala, que terminan en el estrato lacunosum-moleculare;
- recibe una prominente entrada desde el tdlamo, que inerva el estrato lacunosum-moleculare y
que se organiza topograficamente.

Conexiones eferentes. La region CAl es considerada una de las estructuras del hipocampo,
junto con el subiculum, que mas proyecta extrinsecamente (Amaral y Witter, 1995; Freund y Buzsaki,
1996):

- proyecta hacia el subiculum y la corteza entorrinal, siendo la principal conexién extrinseca de la
region (Freund y Buzsaki, 1996);

- también proyecta hacia otros lugares fuera de la formacion hipocampal, como zonas corticales
limbicas, septum lateral, nicleo accumbens o bulbo olfactivo, entre otros (Amaral y Witter, 1995).

1.3. Region subicular

1.3.1.  Subiculum

El subiculum se sitia adyacente a la region CAl, de manera que sus capas piramidal y
molecular son continuas con la capa piramidal y el estrato radiado de CA1, respectivamente, mientras
que el estrato oriens no tiene continuidad en el subiculum y queda interrumpido. El subiculum esta
compuesto por neuronas piramidales, que extienden su arbol dendritico apical en la capa molecular, y
sus dendritas basales en la propia capa piramidal. Existen otros tipos celulares mezclados entre las
neuronas piramidales, entre los cuales hay interneuronas inhibidoras de circuito local (Amaral y Witter,
1995).

Conexiones aferentes. Las principales aferencias al subiculum son las provinentes de la region
CALl del hipocampo y de la corteza entorrinal mediante la via perforante. El subiculum no recibe
proyecciones corticales de importancia, pero diversas estructuras subcorticales si que envian fibras al
subiculum, y en general son las mismas que proyectan a otras regiones de la formacidon hipocampal:
septum (nucleo septal medial y nucleo de la banda diagonal), complejo amigdaloide, talamo (ntcleo
reuniens entre otros), hipotalamo (nucleo supramamilar y premamilar) (Amaral y Witter, 1995).

Conexiones eferentes. El subiculum es, junto con CAl, una de las regiones de la formacion
hipocampal que mayor cantidad de conexiones envia. Ademas de enviar fibras a la corteza entorrinal
(ver mas abajo), el subiculum proyecta a distintas estructuras corticales: de forma prominente a la
corteza prefrontal medial y nucleo olfativo anterior, a la corteza retrosplenial y perirrinal, y de forma
menos intensa hacia la corteza cingular anterior (Amaral y Witter, 1995).
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El subiculum también envia fibras a regiones subcorticales, entre las cuales el septum y el
hipotalamo son los que mas axones subiculares reciben. Concretamente, el subiculum inerva el septum
basicamente a través de los nucleos laterales septales, el nicleo accumbens y el tubérculo olfativo; y el
hipotalamo, a través de los nicleos mamilares. Otras regiones subcorticales que reciben proyecciones
subiculares son el talamo y el complejo amigdaloide (Amaral y Witter, 1995).

1.3.2. Presubiculum

El presubiculum contiene una franja celular superficial a una zona acelular profunda, continua a
la capa IV de la corteza entorrinal. Dicha franja celular estd compuesta por neuronas piramidales
pequeiias y densamente empaquetadas, y puede dividirse en dos capas: la capa Il presenta una mayor
densidad celular, mientras que la capa III
esta por debajo de la capa Il y sus células
se distribuyen de forma mas laxa (Amaral y
Witter, 1995)

Conexiones aferentes. El
presubiculum recibe pocas conexiones
corticales; la mas prominente es Ila
originada en la corteza retrosplenial, y la
corteza prelimbica también envia fibras,
aunque en menor medida. Lo que
caracteriza al presubiculum (y también al
parasubiculum, ver mas abajo) es la
proyeccion que recibe desde el talamo
dorsal. Otras estructuras subcorticales
también envian axones al presubiculum: el
septum (nucleo medial septal y nucleo de la
fibras musgosas banda diagonal de broca), amigdala (ntcleo

basal), hipotalamo (region supramamilar) y
Figura 25. Principales conexiones de la formacion hipocampal. tronco del encéfalo (nicleos del raphe y

La conexién comisural del giro dentado (azul oscuro) parte de las nucleo coeruleus) (Amaral y Witter, 1995)

células musgosas del hilus, y termina en el tercio interno de la capa molecular

del giro contralateral. La conexion comisural del hipocampo (azul celeste) se . f
origina el la regiéon CA3, terminando en toda la extensiéon de la CA Conexiones eferentes. El

contralateral. Las fibras musgosas de las células granulares del giro terminan presubiculum proyecta de forma

e:n.la region CA3 fifel hlpocampo _(verde), forman,do el estrato lucido. APor prominente a la corteza entorrinal; sus
ultimo, la proyeccion entorrino-hipocampal o via perforante (amarillo) . . .
empieza en las capas II/IIl de la corteza entorrinal, y terminan en los dos fibras terminan casi exclusivamente en la

tercios externos del giro dentado, y en el estrato lacunosum-moleculare del capa 11, y unicamente en el MEA. Ademas,
hipocampo. sl: estrato lucido. slm: estrato lacunosum-moleculare. so: estrato 1 bicul ta al bicul
oriens. sp: estrato piramidal. sr: estrato radiado.. cm: capa molecular. cg: capa ¢l presubicuium p roye? a al parasu I’Cl’l um
granular. hl: hilus/capa polimorfica. y escasamente al sublculum, Yy €nvia una
conexion muy deébil hacia el hipocampo
(donde termina en todas sus regiones) y
hacia la capa molecular del giro dentado (Amaral y Witter, 1995). Extrinsecamente, el presubiculum
inerva de forma masiva el tadlamo lateral, y también conecta con la corteza retrosplenial y con el

complejo mamilar del hipotalamo (Amaral y Witter, 1995).

fibras comisurales (giro dentado)
fibras comisurales (hipocampo)

1.3.3. Parasubiculum

Las capas II y III del parasubiculum, continuas con las del presubiculum, estan compuestas de
grandes neuronas piramidales bastante empaquetadas. Las capas profundas del parasubiculum, al igual
que las del presubiculum, son continuas con las de la corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1995).

El parasubiculum recibe una tnica conexion cortical desde la corteza retrosplenial y la corteza
occipital visual; ademas, recibe aproximadamente las mismas conexiones subcorticales que el
presubiculum (ver mas arriba) (Amaral y Witter, 1995).

En cuanto a las conexiones de salida, quiza la mas importante es la que establece con la corteza
entorrinal; al igual que el presubiculum, la proyeccion parasubicular termina en la capa II, pero en este
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caso llega a ambas areas, medial y lateral, de la corteza entorrinal. El parasubiculum también inerva la
capa molecular del giro dentado, el estrato lacunosum-moleculare del hipocampo, y la capa molecular
del subiculum, asi como las capas celulares del presubiculum. Fuera de la formacion hipocampal, el
parasubiculum tUnicamente envia una modesta proyeccion hacia el nucleo anterodorsal del talamo
(Amaral y Witter, 1995).

1.4. Corteza entorrinal

Constituye el inicio y el final del bucle trisinaptico intrahipocampal, ya que envia aferencias al giro
dentado, y recibe fibras de la region CA1 del hipocampo, cerrando asi el bucle de informacion (figura 26)
(Freund y Buzsaki, 1996).

1.4.1. Histologia vy tipos celulares de la corteza entorrinal

El esquema de laminacién de la corteza entorrinal mas utilizado actualmente y en el pasado es
similar al propuesto por Lorente de N6, que distingue cinco capas celulares (capas 11, I1I, V y VI), y dos
capas acelulares (capas [ y IV) (Amaral y Witter, 1995):

- Capa I. Es la capa mas superficial, rica en fibras y con muy pocas neuronas. Contiene células
GABA¢érgicas horizontales y estrelladas que proyectan al giro dentado y al hipocampo, asi como una
poblacion neuronal que termina especificamente en las dendritas de neuronas estrelladas que proyectan
al giro dentado, presentes en la misma capa II.

- Capa Il.: Contiene mayoritariamente células estrelladas (neuronas piramidales modificadas) de
medio y gran tamafio, que tienden a agruparse formando islas celulares. Las células estrelladas son la
principal fuente de fibras de la via perforante, que proyecta a la region CA3 del hipocampo y al giro
dentado. Incluye también otros tipos neuronales: piramidal, multipolar, horizontal, y todos ellos
contribuyen a la proyeccion de la via perforante. La mayoria de las neuronas de la capa II distribuyen
sus dendritas en las capas [ y II.

- Capa Ill. La mayoria de las células en esta capa son piramidales, y proyectan hacia el
subiculum y la region CA1l del hipocampo mediante la via perforante, mientras que sus dendritas
apicales ascienden, emiten colaterales en la misma capa 11l y terminan en la capa [. Ademas de neuronas
piramidales, en la capa III coexisten multiples tipos celulares, lo que le da a la capa un aspecto
heterogéneo: células multipolares, estrelladas, fusiformes, horizontales y bipolares, todas ellas
contribuyendo a la via perforante hacia el hipocampo.

- Capa IV. También llamada lamina dissecans, es una capa basicamente acelular.

- Capa V. La parte superior o capa Va estd formada esencialmente por neuronas piramidales de
gran tamafio, cuyas dendritas piramidales ascienden hasta las capas Il y I, donde terminan en forma de
mechon; en la capa Va también hay otras células mas pequenas, identificadas como multipolares,
horizontales y estrelladas. La parte inferior o capa Vb tiene una composicion celular parecida a la de la
capa VI, con neuronas piramidales mas pequefias y tipos celulares polimoérficos, y algunas de ellas
contribuyen a la proyeccion hacia el hipocampo y el giro dentado.

- Capa VI. En cuanto a contenido celular, la capa VI es muy parecida a la capa V, con una
poblacion celular muy heterogénea en cuanto a tamafio y forma; parte de esta poblacion también
proyecta al hipocampo y giro dentado (Amaral y Witter, 1995).

1.4.2. Regiones de la corteza entorrinal v sus conexiones

MEA/LEA. La corteza entorrinal se subdivide en dos partes: el area entorrinal medial o MEA,

adyacente al hipocampo, y el area entorrinal lateral o LEA, adyacente a la corteza perirrinal. Existen
diferencias en cuanto a la histologia y al patron de proyeccion (Amaral y Witter, 1995):
- en el LEA, la capa II se encuentra claramente delineada respecto a capas adyacentes, la densidad
de células estrelladas es elevada, y su agrupamiento en islas es evidente. En cambio, en el MEA las
células estrelladas son algo mas grandes, estin menos empaquetadas y no forman islas; ademas, el limite
entre la capa Il y III no esté tan definido como en el LEA;
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- las capas IV-VI estan mejor delineadas en el MEA que en el LEA, y las células en MEA tienden

a distribuirse de forma radial o columnar;

- el patron de proyeccion de la via perforante es distinta entre las dos regiones (ver mas abajo).
1.4.3. La proyeccién entorrino-hipocampal (via perforante).

Constituye la principal aferencia del giro dentado, y una prominente aferencia del hipocampo y
la region subicular. Se la denomina “perforante” porque sus fibras, una vez abandonan la corteza
entorrinal, atraviesan el subiculum para asi entrar en el giro dentado y al mismo tiempo distribuirse por
las capas moleculares del hipocampo y el subiculum. Es una proyeccion glutamatérgica, y su fuente
principal se encuentra en las capas Il y III, aunque capas mas profundas contribuyen en menor medida.
Varios tipos neuronales envian sus axones mediante la via perforante, entre ellos algunos GABAérgicos,
siendo las células estrelladas de capa Il y las neuronas piramidales de capa III los mayoritarios (Amaral
y Witter, 1995).

Ademas de la via perforante,
ipsilateral ~en  esencia,  existen
conexiones entorrinales cruzadas, que
parten exclusivamente de la capa III e
inervan principalmente el giro dentado
contralateral, y en menor medida las
regiones CA y el subiculum (Amaral y
Witter, 1995).

Colaterales
de Schaffer

La via perforante en el giro
dentado. Las fibras de la via perforante
que proyectan al giro dentado parten
basicamente de la capa II, y terminan
exclusivamente en los dos tercios
externos de la capa molecular del giro;
contactan con espinas dendriticas de
células granulares, aunque también
pueden contactar con dendritas de
neuronas GABAérgicas. Las fibras
originadas en el LEA terminan en el
tercio externo, mientras que aquellas
que provienen del MEA terminan en el
tercio medial de la capa molecular. No

Fibras Via Perforante
musgosas {desde el EC)

Figura 26. Formaci_én hipocampal:el circuito trisinéptico o existe proyeccién reciproca hacia la
Se considera al giro dentado la primera etapa del circuito R .

trisinaptico, al recibir la conexiéon de la corteza entorrinal (llamada via corteza entorrinal (Amaral y Witter,

perforante). Las fibras musgosas, originadas en la capa granular del giro, 1995).

conectan con la region CA3 del hipocampo, segunda etapa del circuito. De la

region CA3 parte la conexion asociacional (también llamada colateral de .

Schaffer), que termina en la region CA1l. La region CA1, que envia su principal La via perforante en el

proyeccion eferente de vuelta a la corteza entorrinal, es la tercera y tltima etapa hi pocampo.

del circuito.

CA3. Las fibras originadas en la
capa Il son las que principalmente terminan en el estrato lacunosum-moleculare de la region CA3. De
forma analoga al giro dentado, el LEA proyecta a la zona mas superficial del lacunosum-moleculare,
mientras que el MEA proyecta en lugares mas profundos de la misma capa. CA3, al igual que el giro, no
establece proyeccion reciproca con la corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1995).

CAI. A diferencia de lo que ocurre en el giro dentado y en CA3, las fibras entorrinales que
llegan a la region CA1 se originan en la capa IIl y se distribuyen por toda la extension radial del estrato
lacunosum-moleculare. Los axones que provienen del MEA terminan en la zona proximal de CAl
(adyacente a CA3), y aquellos provinentes del LEA terminan en la zona de CA1 mas distal (cerca del
subiculum). A diferencia del giro dentado y de CA3, CAl si que envia fibras de vuelta a la corteza
entorrinal, que invaden la capa V (Amaral y Witter, 1995).

Region subicular. El subiculum recibe una intensa proyeccion de la corteza entorrinal que, al
igual que CAl, tiene su origen mayoritariamente en la capa IIl, aunque las fibras de la capa II, en su
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camino hacia el giro dentado y las regiones CA, emiten colaterales que sinapsan en el subiculum. El
componente de la proyeccion provinente del LEA termina preferentemente en el subiculum proximal
(adyacente a CA1l), y el componente del MEA lo hace en el subiculum distal (cercano al presubiculum).
El subiculum proyecta reciprocamente hacia la corteza entorrinal, y sus fibras excitatorias invaden la
capa IV y capas mas profundas. Por otra parte, la capa I del presubiculum y parasubiculum reciben una
débil conexion entorrinal, originada basicamente en la capa Va, que contrasta con la densa proyeccion
que envian presubiculum y parasubiculum a la corteza entorrinal (Amaral y Witter, 1995).

1.4.4. Otras conexiones de la corteza entorrinal

Conexiones aferentes. Ademas de las fibras provinentes de la region CA1 y del subiculum en la
formacion hipocampal (ver més arriba), la corteza entorrinal recibe proyecciones de distintas regiones
corticales, que pueden clasificarse en dos grupos segun la capa en que terminen (Amaral y Witter, 1995):
- las estructuras olfativas del telencéfalo (bulbo olfativo, nicleo olfativo anterior, corteza
piriforme) y la corteza perirrinal proyectan en capas superficiales de la corteza entorrinal (capas I-111);

- varias estructuras limbicas o paralimbicas (corteza insular, corteza infralimbica y prelimbica,
corteza cingular, corteza retrosplenial) envian fibras hacia la corteza entorrinal, donde inervan capas
profundas (IV-VI).

- La corteza entorrinal también recibe conexiones de varias estructuras subcorticales: el septum,
el complejo amigdaloide, el talamo, el hipotalamo y el tronco del encéfalo. Entre ellas, algunas también
proyectan al hipocampo y al giro dentado (ver mas arriba): el nucleo medio y el nucleo de la banda
diagonal de broca en el septum; el nucleo reuniens en el talamo; el nicleo supramamilar y el area
tegmental ventral en el hipotalamo; el ntcleo del raphe y el locus coeruleus en el tronco del encéfalo
(Amaral y Witter, 1995).

Conexiones eferentes. La corteza entorrinal envia fibras que inervan varias zonas de la corteza
limbica, paralimbica y olfativa, asi como estructuras subcorticales como el septum, la amigdala y el
nucleo estriado (Amaral y Witter, 1995).
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2. DESARROLLO DEL HIPOCAMPO

2.1. Introduccion

Todo el sistema nervioso se desarrolla a partir del tubo neural. De su parte anterior emergen las
tres vesiculas que daran lugar al encéfalo: en direccion rostral-caudal, el prosencéfalo, el mesencéfalo, y
el romboencéfalo. Posteriormente, el prosencéfalo se subdivide en dos vesiculas telencefalicas y una
vesicula diencefalica. El telencéfalo consiste en dos regiones principales: el palio o techo del telencéfalo,
que da lugar a estructuras corticales superficiales y a nucleos mas profundos (como el claustrum y parte
de la amigdala), y el subpalio, que consiste basicamente en los ganglios basales, por ejemplo, el estriado
o el globo palido (Marin y Rubenstein, 2001, 2003). En el palio del telencéfalo pueden distinguirse tres
regiones: lateral, dorsal y medial, que daran lugar, respectivamente, a las tres principales regiones de la
corteza cerebral en mamiferos: corteza olfativa, neocorteza e hipocampo. La formacion hipocampal
(arquicorteza) y la corteza olfativa (paleocorteza) estan formadas por tres capas, y se encuentran
presentes en vertebrados inferiores, como reptiles, y también en superiores, como mamiferos; mientras
que la neocorteza o isocorteza esta compuesta por seis capas y es un rasgo caracteristico de vertebrados
superiores (Super et al., 1998b). A pesar de estas diferencias, la ontogenia de las tres regiones del palio
telencefalico es similar. Siendo la neocorteza y el hipocampo las mejor estudiadas, a partir de aqui el
término corteza se referira a estas dos regiones en general (aunque en realidad también incluya la
paleocorteza), distinguiendo entre neocorteza e hipocampo cuando sea necesario.

2.1.1.  Visién general del desarrollo de la corteza cerebral

En la actualidad, se asume que en la formacion de la corteza cerebral participan dos
compartimientos distintos, que se caracterizan por proporcionar a la corteza en desarrollo linajes
celulares especificos mediante procesos migratorios diferentes. Uno de ellos lo constituye la zona
ventricular, situada en la superficie de los ventriculos laterales, que es la primera estructura histologica
que se distingue en la region cortical; las células progenitoras pluripotenciales que la componen dan
lugar basicamente a células gliales y a neuronas piramidales, glutamatérgicas que una vez abandonan el
ciclo celular, se incorporan a la corteza en desarrollo mediante un proceso de migracion radial a través
de fibras gliales especializadas, dispuestas radialmente. El segundo compartimiento, el subpalio
telencefalico, aporta la practica totalidad de neuronas GABA¢érgicas y al menos una parte de otras
poblaciones celulares corticales, como oligodendrocitos o células de Cajal-Retzius, y estas células
alcanzan la corteza en desarrollo siguiendo trayectorias de migracion tangencial (Marin y Rubenstein,
2003; Soriano y Del Rio, 2005; Super et al., 1998b).

2.1.2. La migracion radial

Las primeras células postmitoticas que aparecen en la corteza primordial son las que mas tarde
poblaran la zona marginal y subplaca, y que en los primeros estadios del desarrollo cortical forman la
primera capa cortical reconocible, llamada capa plexiforme primordial o preplaca. La siguiente oleada
de células postmitoticas, basicamente futuras neuronas piramidales y generadas en la zona ventricular,
migra radialmente y forman la placa cortical situdndose en medio de la preplaca, por lo que ésta queda
dividida en la zona marginal, situada entre la superficie pial y la placa cortical, y la subplaca, situada
entre la placa cortical y la zona intermedia. A partir de aqui, nuevas oleadas migran para engrosar la
placa cortical inicial, siguiendo un gradiente “dentro-fuera”, de manera que células mas jovenes deben
atravesar las capas de células ya establecidas. Durante la migracion radial, las células usan como
substrato principal las fibras de la glia radial, aunque en ocasiones se ha observado la migracion de
células corticales mediante otros substratos como haces axonales (figura 27) (Super et al., 1998b).

2.1.3. La migracion tangencial

Actualmente se asume que la mayoria de neuronas GABAérgicas corticales, ya sean de la
corteza olfativa, la neocorteza o el hipocampo, se generan en el subpalio del telencéfalo y migran
siguiendo distintas vias tangenciales (figura 28) (Anderson et al., 1997; Marin y Rubenstein, 2001). El
subpalio telencefalico también es fuente de oligodendrocitos que, al igual que las interneuronas
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GABA¢érgicas, migran tangencialmente hasta la corteza (Marin y Rubenstein, 2001). Varias regiones
proliferativas del subpalio son origen de las células que se desplazan tangencialmente hacia la corteza: la
eminencia ganglionar media (MGE) y lateral (LGE) (Anderson et al., 2001), el area entopeduncular
anterior (aep), que aporta una gran cantidad de oligodendrocitos al telencéfalo, o el area retrobulbar
(Marin y Rubenstein, 2001). Se distinguen tres fases en la migracion tangencial desde el subpalio hasta
la corteza cerebral:

1) la corriente temprana de migracion empieza en raton a E11.5 desde la MGE y la aep, rodea
superficialmente el nticleo estriado y entra en la zona marginal y la subplaca en la corteza;

2) en la segunda fase (entre E12.5 y E14.5) la MGE es la principal fuente de células que siguen un
curso superficial o profundo
respecto al estriado y
penetran en la subplaca y en
la zona subventricular/zona

'{fﬁh intermedia, extendiéndose
I.,-',- .?7;@: desde ahi por toda la corteza
hw.-'uf ,' . .
;ﬂ? en sentido radial;
Fye 3) la ultima fase de
! migracién (E14.5-E16.5) es
& cubierta por células

originadas tanto en la MGE
como en la LGE que,
siguiendo una ruta profunda
respecto al estriado, invaden
la corteza por la zona

proliferativa subcortical,
extendiéndose  radialmente
Figura 27. Desarrollo de la neocorteza. por toda la corteza las

La primera oleada de progenitores provinentes de la zona ventricular (VZ) migran
radialmente y se situan en la preplaca (PP), dividiéndola en subplaca (SP) y zona marginal

originadas en el MGE, y

(MZ). Sucesivas oleadss de neuroblastos se van afiadiendo progresivamente a la placa permaneciendo en la zona

corrti?'fll inicial (CP) en fiirecci(’)n “dentro-fuer.a”, -de manera que aquellas cél'ulas cortical'es proliferativa las pI'OCCdCIltCS

mas jovenes se sitian mas cerca de la superficie pial. CP: placa cortical CR: células de Cajal

Retzius. 1Z: zona intermedia. MZ: zona marginal.. PP: preplaca. SP: subplaca. VZ: zona del LGE (Anderson et al'a

ventricular (adaptado de Rice y Curran, 2001). 2001; Marin y Rubenstein,
2001).

La migracion tangencial desde estructuras subpaliales hasta la corteza depende de tres tipos de
factores (Marin y Rubenstein, 2001, 2003):

1) factores motogénicos, como HGF/SF o neurotrofinas, que estimulan el movimiento de las
neuronas para asi abandonar el subpalio donde han sido generadas;
2) factores que actiian de sustrato para la migracion tangencial, que parece ser independiente de

glia radial, y que esta asociada a la trayectoria de axones corticofugales pero también a rutas pobres en
fibras, como la zona intermedia profunda o la zona subventricular.

3) factores quimiotacticos que aportan direccionalidad a las células en distintas etapas de su ruta
tangencial, a) porque confieren actividad repulsiva o atractiva al tejido que rodea la ruta de migracién
tangencial, guiando a las células en direccion ventral-dorsal; b) porque permiten la distribucion de
células subpaliales entre distintas estructuras telencefalicas (funcidon en la que participa el tandem
semaforinas-neuropilinas); ¢) para que las células subpaliales, una vez alcanzan la corteza, se
distribuyan a lo ancho de ella segin el mismo gradiente “dentro-fuera” que siguen las neuronas de
proyeccion, originadas en la zona ventricular cortical.
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2.1.4. Células pioneras en el desarrollo de la corteza cerebral

Fig 28. Migraciéon tangencial
desde el subpalio hacia la corteza
cerebral.

Las interneuronas
originadas en la  eminencia
ganglionar medial (MGE) se
dirigen hacia la corteza cerebral

siguiendo una orientacion
tangencial.  Distintas  regiones
colindantes emiten sefiales

quimiotacticas que dirigen a las
interneuronas migrantes hacia su
destino: el area predptica (POa)
ejerce un efecto quimiorepulsivo
de origen desconocido; el estriado
también repele las interneuronas
gracias a la expresion de Sema3A 'y
Sema3F;y la neocorteza atrae a las
interneuronas mediante un factor o

La primera oleada
de células postmitdticas en
la corteza se las considera
células pioneras, al ser las
primeras en invadir la zona
plexiforme primordial para
formar la preplaca, que mas
tarde se escinde en la
subplaca y la zona marginal.
Dichas células pioneras
desempeiian funciones
especificas que resultan
esenciales para el posterior
proceso ontogénico tanto en
la neocorteza como en el

factores atn sin  identificar.
(adaptado de Marin y Rubenstein,
2001).

hipocampo.

Glia Radial. Las células de la glia radial son de las primeras células que aparecen en la preplaca.
Son astrocitos convertidos transitoriamente a un fenotipo de morfologia bipolar que se extiende por un
lado hasta la membrana ventricular, y por otro hasta la superficie pial, abarcando asi toda la pared
cerebral. Esta peculiar disposicion permite la migracion de células postmitdticas en sentido radial, dando
lugar a una distribuciéon columnar de células emparentadas (del mismo clon) que conserva la
distribucion original en el ventriculo, y permite también la migracion tangencial de células entre
distintas fibras radiales conectadas entre si. El sistema radial también es seguido por axones aferentes
que penetran en la placa cortical.

Durante el proceso de migracion radial es necesario la formacion de estructuras especializadas
de union entre la neurona y el proceso glial, ademéas de la presencia de diversas CAM, de procesos de
sefalizacion a través de las membranas, o de la expresion por parte de la neurona en migracion de una
glucoproteina llamada astrotactina. Una vez terminada la migracion, la glia radial retrae la prolongacion
membranosa que la mantenia unida a la lamina basal de la superficie pial, cambia su morfologia y pasa a
ser astroglia. Este cambio fenotipico implica entre otras cosas la alteracion en la dotacion de filamentos
intermedios: la astroglia deja de expresar Nestina, Vimentina y antigenos reconocidos por los
anticuerpos monoclonales RC1, 2 y 3CB2, y en cambio empieza a sintetizar GFAP. El transito de un
fenotipo a otro es reversible, y puede ser inducido, por ejemplo, por factores difundibles o asociados a
membrana, o por efectos de una lesion (Super et al., 1998b).

La Subplaca. La subplaca contiene una heterogénea poblacion que queda separada de la zona
marginal con la formacidn de la placa cortical. Dentro de una misma especie, su tamafio difiere segun la
region de la corteza cerebral: mientras en la neocorteza la subplaca forma una prominente capa, en
hipocampo y corteza olfativa es dificil distinguirla como capa independiente. Las células de la subplaca
juegan un papel clave en el desarrollo cortical; son las primeras neuronas en proyectar fuera de la
neocorteza y el hipocampo, y estas proyecciones iniciales son consideradas como pioneras, ya que guian
a las aferencias de la neocorteza y el hipocampo, que a su vez establecen contactos sinapticos
transitorios con las neuronas de la subplaca. En roedores adultos, las células de la subplaca pasan a
formar parte de la capa VIb (o VII) en la corteza cerebral, y la mayoria de las conexiones pioneras de la
subplaca han desaparecido. En el hipocampo, la subplaca se convierte en el estrato oriens adulto, y
mantiene casi toda su poblacion de células GABAérgicas pioneras presentes durante el desarrollo (ver
mas abajo y figura 29) (Soriano et al., 1994; Super et al., 1998Db).

La Zona Marginal. El tipo celular mayoritario de la zona marginal lo constituyen las células de
Cajal-Retzius (CR). Se distribuyen de forma homogénea por toda la corteza cerebral en desarrollo,
incluido el hipocampo, donde ocupan la parte mas externa de la gruesa zona marginal hipocampal,
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mientras que la parte interna contiene interneuronas GABAérgicas. En roedores, las células CR adoptan
una morfologia bipolar horizontal, la mayoria de ellas son glutamatérgicas y se pueden identificar
durante toda su vida por su immunoreactividad hacia Calretinina (figura 29). Se generan en
determinados lugares (region periolfativa, regiones especificas del primordio cortical, o la eminencia
ganglionar), y desde alli migran tangencialmente por la zona marginal, de manera andloga a las
interneuronas GABAZérgicas; sin embargo, parece ser que al menos parte de la poblacion de CR puede
originarse en el epitelio ventricular (Soriano y Del Rio, 2005).

En la corteza cerebral, las células CR son las principales productoras de Reelina. Ademas de la
accion directa de Reelina en el desarrollo cortical, las células CR regulan la organizacion de la glia
radial, su mantenimiento y su transformacion a astroglia (fenomenos que dependen parcialmente de
Reelina), y junto con interneuronas GABAérgicas forman una red de actividad neuronal espontanea, que
aparece en estadios tempranos del desarrollo, y que podria modular la maduracion de la corteza cerebral,
a través de conexiones de los axones de las células CR con las dendritas apicales de las neuronas
piramidales (Soriano y Del Rio, 2005).

La zona marginal de la neocorteza se convierte, en el adulto, en la capa I de la corteza cerebral.
En el hipocampo adulto, la zona marginal interna pasa a ser el estrato radiado, y la zona marginal
externa, el estrato lacunosum-moleculare, y parte de la poblacion de células pioneras presente en la zona
marginal durante el desarrollo embrionario desaparece, posiblemente por muerte celular, durante el
periodo postnatal en raton: las células GABAérgicas de la zona marginal interna mueren en un 50%
aproximadamente a partir de P5, mientras que las células CR presentes en la zona marginal externa
desaparecen en un 75% a partir de la segunda semana postnatal (Super et al., 1998a; Super et al., 1998b).

2.2. Neurogénesis y migracion en la formacion hipocampal

2.2.1.  Neurogénesis y migracion en el hipocampo propio

Al igual que la neocorteza, con la que se encuentra en directa continuidad a través del complejo
subicular, el hipocampo previo al inicio de la neurogénesis estda formado por un epitelio
pluriestratificado columnar, llamado zona o epitelio ventricular, donde ocurre la proliferacion celular
que, como en la neocorteza, genera basicamente neuronas piramidales, glutamatérgicas. A medida que
las células se vuelven postmitoticas, abandonan el epitelio ventricular y migran a través del primordio
hipocampal para formar la placa cortical hipocampal. En la capa piramidal del hipocampo propio, se
observa un gradiente de generacion desde CA3 a CAl que se aplica tanto a neuronas piramidales como a
interneuronas immunoreactivas para GAD (Soriano et al., 1986, 1989a), mientras que las neuronas de la
corteza entorrinal son generadas antes que las del complejo subicular (Standfield y Cowan, 1988).

En el hipocampo propio de raton se ha descrito una notable asincronia en la generacion de
neuronas piramidales y neuronas GABA¢érgicas: las células immunoreactivas para GAD se generan
siempre antes que las no-immunoreactivas, que corresponden a células piramidales. Asi, en CA3, las
cotas maximas de produccion de neuronas GABAérgicas y piramidales se alcanzan a E12-E13 y E14-15
respectivamente, mientras que en CAl, dichos periodos corresponden a E12-15 y E15-16
respectivamente (Soriano et al., 1986, 1989a). Ademas, la neurogénesis de las células GAD-positivas
sigue una secuencia “en sandwich”, siendo generadas las pertenecientes a la subplaca (futuro estrato
oriens) y a la zona marginal interna (futuro estrato radiado) antes que las destinadas a la capa piramidal
(Soriano et al., 1989a; Soriano et al., 1994).

Al igual que en la neocorteza, mas tarde aparece, en la region retrohipocampal (corteza
entorrinal y complejo subicular), una segunda zona proliferativa por debajo del epitelio ventricular,
llamada zona subventricular, que alberga actividad proliferativa cuando ésta ya ha cesado en la zona
ventricular, y produce las ultimas neuronas y también gran parte de la glia propia de cada region. Sin
embargo, en el hipocampo propio y subiculum no se observa en ningun estadio del desarrollo una zona
subventricular obvia, por lo que se postula que tanto la neurogénesis como la generacion de células
gliales queda confinada en la zona ventricular (Standfield y Cowan, 1988).

Tanto en el hipocampo propio como en el complejo subicular y en la corteza entorrinal, las
neuronas postmitdticas, ya sean piramidales o GABAérgicas, migran y se situan en la placa cortical
hipocampal siguiendo un gradiente “dentro-fuera”, de forma analoga a lo que ocurre en la neocorteza.
Las neuronas hipocampales, al igual que las corticales, migran estrechamente pegadas a fibras de la glia
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radial, aunque su tasa de migracion es mas lenta que en la neocorteza (Soriano et al., 1989a; Standfield y
Cowan, 1988).

2.2.2. Neurogénesis v migracion en el giro dentado

E14 E15-E19

_.a celulas CR
/
A celulas GABAergicas

|' celulas piramidales
e

,_""_-) celulas granulares

o~

() neuroblastos

Figura 29. Células pioneras en el desarrollo del hipocampo y el giro dentado.

Antes de la aparicion del estrato piramidal (E14 en ratén), el hipocampo tnicamente contiene células CR
(immunopositivas para calretinina) e interneuronas GABAérgicas en la zona plexiforme primordial (zpp), ademas de
una zona ventricular prominente. Mas adelante (E15-E19 en raton), y coincidiendo con las primeras células poblando la
placa hipocampal (plh) y la capa granular incipiente (cg), se observan varias poblaciones neuronales segregadas de
forma laminar y sin solaparse: interneuronas GABAérgicas ocupan la zona intermedia (zi), la subplaca (spl) y la zona
marginal interna (zmi) del hipocampo, y la capa molecular interna (cm) e hilus (hl) del giro dentado; la zona marginal
externa (zme) del hipocampo y la capa molecular externa (cm) del giro dentado contienen células CR. Esta distribucion
neuronal se mantiene a edades postnatales tempranas (P0-P5): las células GABAérgicas se situan en los estratos oriens
(so) y radiado (sr) del hipocampo, y en la capa molecular interna (cm) e hilus (hl) del giro dentado, mientras que la
poblacién de células CR ocupa el estrato lacunosum-moleculare del hipocampo y la capa molecular externa del giro
dentado. cg: capa granular. cm: capa molecular. plh: placa hipocampal. sb: sustancia blanca. slm: estrato lacunosum-
molecular. so:estrato oriens. sp: estrato piramidal. sr: estrato radiado. zi: zona intermedia. zme: zona marginal externa.
zmi: zona marginal interna. zpp: zona plexiforme primordial. zv: zona ventricular (adaptado de Soriano et al., 1994).

En el giro dentado del raton se observa una asincronia en la generacion de células GABA¢érgicas
y células granulares atin mas elevada que en el hipocampo propio; las primeras neuronas en generarse
son GAD-positivas, y lo hacen entre E12 y E16 (coincidiendo aproximadamente con las neuronas mas
tempranas del hipocampo propio), mientras que las neuronas no-immunoreactivas para GAD, que
corresponden a células granulares, se producen durante un largo periodo que tiene su punto maximo
durante la primera semana postnatal (Soriano et al., 1989b). Al igual que en el hipocampo propio, se
observa en el giro dentado una secuencia de generacion “en sandwich”: las primeras neuronas que
aparecen se sitan en el hilus y en la capa molecular (Soriano et al., 1994). Existe un gradiente radial en
la generacion de células granulares del giro dentado, pero a diferencia del hipocampo propio, dicho
gradiente es en sentido contrario, o sea, “fuera-dentro”, y no se observa en las neuronas
immunopositivas para GAD presentes en la parte profunda de la capa granular, que forman parte de la
poblacion celular de aparicion mas temprana del giro dentado. También se observa un gradiente en el
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plano transversal, de manera que la region suprapiramidal del giro dentado se forma antes que la region
infrapiramidal (Soriano et al., 1989b; Standfield y Cowan, 1988).

En un principio, la proliferacion celular en el giro dentado se concentra en el neuroepitelio
ventricular; algo mas tarde, se desarrolla una segunda zona proliferativa por debajo de la superficie pial,
que aporta junto con la zona ventricular, neuronas postmitoéticas al primordio dentado. Posteriormente,
cuando ya es posible reconocer la capa de células granulares, un grupo de células proliferantes
permanece por algun tiempo a lo largo de la cara hilar de la capa granular. Como en roedores la
actividad proliferativa de la zona ventricular ya ha cesado durante la primera semana postnatal
(momento en que se alcanza la cota maxima de generacion de células granulares), se postula que la gran
mayoria de células granulares proviene de la zona proliferativa extraventricular. Tras la neurogénesis
granular, la produccion de neuronas en el giro dentado contintia a un ritmo lento durante algtin tiempo, y
en roedores hasta la edad adulta. Parece ser que, en el adulto, las nuevas células granulares desplazan a
las ya existentes hacia el hilus, por lo que la neurogénesis en el giro dentado adulto no tiene como
objetivo el reemplazar células granulares degeneradas, sino que produce un incremento progresivo de la
capa granular al afadir nuevas células granulares que ademas son capaces de proyectar hacia el estrato
musgoso en la CA3 del hipocampo propio (Standfield y Cowan, 1988)

En el giro dentado, la formacion de la segunda zona proliferativa extraventricular muy
probablemente se realice por parte de los precursores ventriculares simplemente mediante la
translocacion del soma hacia su polo basal y la posterior retirada de su proceso apical. Una vez situados
en la zona proliferativa secundaria, y tras volverse postmitéticas, se observa en la migracion de las
células granulares una fase inicial, en la que se extienden ampliamente lejos de la futura fimbria
siguiendo una trayectoria no-radial, paralela a la superficie pial; y una segunda fase en la que utilizan las
fibras de glia, dispuestas en una orientacion no estrictamente radial, para situarse en la emergente capa
granular. Después de alcanzar la cota maxima de produccion granular, el lugar de proliferacion queda
confinado a la region interna de la capa granular, por lo que las ultimas células granulares generadas no
pasan por la fase de migracion postmitdtica, sino que simplemente se desplazan hacia la superficie a
medida que nuevas neuronas granulares se van acumulando por debajo (Standfield y Cowan, 1988).

2.2.3. Origen de las interneuronas de la formacion hipocampal

Se presuponia que las células GABAérgicas del hipocampo seguian la misma secuencia
ontogénica que el resto de células GABAérgicas de la corteza cerebral, es decir, se generaban en el
subpalio telencefalico y migraban tangencialmente hasta el hipocampo en desarrollo. Pleasure y
colaboradores (Pleasure et al., 2000) demostraron tal presuncion, al mostrar la total deficiencia de
células GABAérgicas en el hipocampo postnatal de ratones mutantes en los genes homeobox dixi/2,
caracterizados por presentar anomalias en la migracion celular desde la eminencia ganglionar medial y
lateral (Anderson et al., 1997; Anderson et al., 2001). Por lo tanto, las interneuronas GABA¢rgicas del
hipocampo y neocorteza tienen el mismo origen: las eminencias ganglionares (MGE y LGE). El mismo
estudio propone que las tres principales poblaciones de neuronas GABAérgicas de la corteza,
caracterizadas por la distinta expresion de Calretinina, Parvalbumina y Somatostatina, provienen de
regiones especificas del subpalio, lo que seria confirmado en un estudio posterior (Anderson et al., 2001).
Asi, en el raton mutante en el gen Nkx2.1 (que se distingue por una MGE con caracteristicas propias de
la LGE), Pleasure y colaboradores observan una disminucion del 50% de interneuronas GABAérgicas
en el hipocampo, que afecta dramaticamente a la poblacion positiva para Somatostatina y NPY, con lo
que concluyen que dicho subgrupo de interneuronas inhibidoras en el hipocampo se genera en la MGE
(Pleasure et al., 2000).

2.3. Desarrollo de las principales conexiones de la formacion hipocampal

2.3.1. Descripcidn general

En ratén, las aferencias entorrinales llegan al hipocampo por primera vez a E15, y empiezan a
invadir las capas del hipocampo a E16, formando una densa inervacion en la zona marginal externa
(futuro estrato lacunosum-moleculare) entre E17 y E19; en el giro dentado, los axones entorrinales
aparecen por primera vez a E19 (figura 30) (Super et al., 1998a; Super y Soriano, 1994).
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Fibras entorrinales Fibras hipocamposeptales
Fibras septohipocampales

CA1

Figura 30. Desarrollo de las principales conexiones de la formacion
hipocampal en ratén.

Las fibras entorrinales (naranja) aparecen en la sustancia blanca del
hipocampo (sb) a E15, y a E16 invaden el estrato lacunosum-moleculare (slm);
a partir de E19 son detectadas en la capa molecular externa (cm) del giro

: dentado. Las fibras comisurales (amarillo) alcanzan el hipocampo contralateral
CA3 GD a E18, y a PO inervan los estratos radiado (sr) y oriens (so) del hipocampo, y el
hilus/capa polimoérfica (hl) del giro dentado; a P2, se observan las primeras
fibras comisurales invadiendo la capa molecular externa (cm) del giro. Las
fibras hipocamposeptales originadas en neuronas GABAérgicas de los estratos
oriens y radiado (verde oscuro) llegan al septum a E16 e inervan profusamente
el septum medial un dia mas tarde; estas fibras posiblemente actuen de
pioneras dirigiendo a los axones septohipocampales colinérgicos (azul celeste)
hacia el hipocampo, invadiéndolo a partir de E17. A E19-P0 se detectan en el
hipocampo las primeras fibras septales provinentes de neuronas GABAérgicas
(azul oscuro). Por tultimo, la proyeccion piramidal que termina en el septum
lateral (verde claro) se observa por primera vez a E19. CA: regién CA del
hipocampo. cg: capa granular. cm: capa molecular. GD: giro dentado. hl: hilus.
sb: sustancia blanca. slm: estrato lacunosum- molecular. so:estrato oriens. sp:
estrato piramidal. sr: estrato radiado (adaptado de Super y Soriano, 1994).

Las primeras fibras hipocampales que invaden el septum medial a E15 provienen de neuronas no
piramidales situadas en la subplaca y en la zona marginal; estas neuronas posiblemente actien de
pioneras guiando a los axones septohipocampales que se originan en el septum medial y alcanzan el
hipocampo dos dias mas tarde, a E17. A partir de PO, las fibras septales empiezan a ramificarse por
todas las capas del hipocampo, con cierta preferencia por el estrato oriens y la interfase entre los estratos
radiado y lacunosum-moleculare (Soriano et al., 1994). Las primeras fibras septales aferentes
corresponden a neuronas colinérgicas, mientras que a partir de PO, fibras septales GABAérgicas invaden
el hipocampo. En estadios perinatales, la proyeccion hipocamposeptal inicial, que termina en el septum
medial, se hace menos conspicua, y en cambio empieza a formarse la conexion hipocampal que termina
en el septum lateral, originada en neuronas piramidales. Algunas de las fibras hipocamposeptales
pioneras podrian mantenerse en el adulto, ya que a esa edad se ha observado una proyeccion escasa en el
septum medial originada en el hipocampo (figura 30) (Super y Soriano, 1994).

Los axones comisurales/asociacionales originados en la CA3 aparecen por primera vez en el
hipocampo contralateral a E18, y mas tarde (P0) invaden el alveus, el estrato oriens (o subplaca) y el
estrato radiado (o zona marginal interna), formando asi la proyeccion comisural; la proyeccion
asociacional inerva la CAl ipsilateral a partir de E16-17. En el giro dentado, la proyeccion
comisural/asociacional llega por primera vez al giro dentado contralateral a P2, y a P5 la inervacion
comisural es ya mas densa (figura 30) (Chedotal et al., 1998; Super y Soriano, 1994).

2.3.2. Mecanismos implicados

Desde etapas tempranas del desarrollo hipocampal, se observa una clara segregacion laminar de
las principales conexiones aferentes; asi, las fibras entorrinales inervan, a partir de E16, especificamente
en la zona marginal externa, mientras que las fibras comisurales/asociacionales invaden a E18-P0 la
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zona marginal interna sin apenas sobrepasar sus limites (Super et al., 1998a). Dicha especificidad de
capa que muestran ambos sistemas de fibras aferentes refleja en realidad la inervacion de dominios
dendriticos independientes en las mismas cé¢lulas piramidales, y coincide con la presencia de dos
poblaciones neuronales distintas en la zona marginal del hipocampo, que también se restringen a una
capa especifica y que por tanto, no se solapan entre ellas: son las células de Cajal-Retzius (CR) en la
zona marginal externa, y células GABAérgicas en la zona marginal interna (Soriano et al., 1994; Super
et al., 1998a). Ambos tipos neuronales forman parte del conjunto de células pioneras del hipocampo: se
posicionan y maduran precozmente, apareciendo en la subplaca y zona marginal del hipocampo a partir
de E14, antes que las primeras neuronas piramidales formen la placa hipocampal, y la mayoria de ellas
desaparece por muerte celular a partir de P5 (Soriano et al., 1994; Super et al., 1998a). Teniendo ademas
en cuenta que las fibras aferentes entorrinales y comisurales/asociacionales forman contactos sindpticos
con células CR y GABAérgicas respectivamente (Super et al., 1998a), y que la presencia de las células
CR resulta imprescindible para la correcta formacion de la proyeccion entorrino-hipocampal in vitro
(Del Rio et al., 1997), Soriano y colaboradores proponen:

1) que las poblaciones de células pioneras en el hipocampo actuen como guias para las fibras
aferentes, mediante la sintesis de moléculas que atraen a dichas fibras hasta su capa de destino,
produciendo asi su segregacion laminar temprana;

2) que constituyan dianas de sinapsis transitorias, a la espera del completo desarrollo y maduracion
de las dendritas de las células piramidales, ultimas y definitivas estructuras postsinapticas para las
aferencias entorrinales y comisurales/asociacionales (Del Rio et al., 1997; Super et al., 1998a).

Sin embargo, un estudio cuestiona el papel de las células GABAérgicas como pioneras en el
establecimiento de la conexion comisural: en dicho estudio trazan las principales aferencias de la
formacion hipocampal en animales genéticamente deficientes en los genes dix//2, que presentan una
completa falta de células GABAérgicas en el hipocampo, y demuestran que tanto la proyeccion
entorrinal como la comisural/asociacional se forman correctamente en ausencia de células GABAérgicas
pioneras, terminando de forma separada en los estratos lacunosum-moleculare y radiado
respectivamente (Pleasure et al., 2000). Hay que tener en cuenta que en los mutantes dix1/2, la
poblacion de células CR continia en su posicidon habitual (zona marginal externa-estrato lacunosum-
moleculare), y se ha sugerido que las células CR ejercen un efecto inhibitorio sobre fibras comisurales in
vivo, restringiéndolas al estrato radiado (Borrell et al., 1999b). Por lo tanto, es posible asumir que las
células CR sean las unicas responsables de la segregacion laminar de distintas aferencias, atrayendo a
fibras entorrinales hacia el estrato lacunosum-moleculare (Del Rio et al., 1997), y al mismo tiempo
impidiendo que dicha capa sea anormalmente invadida por axones comisurales, obligandoles a
permanecer en el estrato radiado (Borrell et al., 1999b).

Ademas de la influencia que puedan ejercer células pioneras, también se ha observado que el
tejido colindante al hipocampo o al septum ejerce un efecto quimiotactico sobre axones hipocampales y
septales en edades embrionarias y perinatales, periodo en el que las principales aferencias al hipocampo
se encuentran en plena formacion. Asi, la neocorteza y la corteza entorrinal repelen axones
hipocampales embrionarios, y dicha accion repulsiva desaparece durante el periodo postnatal; la fimbria,
en cambio, atraec axones hipocampales embrionarios (Barallobre et al., 2000; Chedotal et al., 1998;
Pozas et al.,, 2001). Por otra parte, la corteza cingulada y el estriado repelen axones septales
embrionarios, mientras que la fimbria los atrae (Pascual et al., 2004b; Pascual et al., 2005). En general,
se asume que la accidn quimiotactica del tejido sobre las fibras hipocampales y septales en plena
migracion sirve para impedir la inervacion aberrante de regiones vecinas, y al mismo tiempo para
empujar a los axones hacia una direccién concreta, obligandoles a abandonar su lugar de origen
(Chedotal et al., 1998; Pascual et al., 2004b; Pascual et al., 2005).

2.4. Factores guia en el desarrollo de la formacion hipocampal

2.4.1. Netrinal

Netrinal interviene en la proyeccion de las principales conexiones de la formacion hipocampal.
La expresion de Netrinal en la fimbria durante el desarrollo embrionario y postnatal puede in vivo atraer
a los axones de CA y del giro dentado, y junto con la repulsion ejercida por la corteza entorrinal y
neocorteza probablemente mediante la secrecion de Sema3A (ver mas arriba), facilitaria la salida de los
axones de proyeccion fuera del hipocampo y giro dentado, inicidandose de este modo la trayectoria de las
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conexiones comisurales e hipocampo-septales (Barallobre et al., 2000; Steup et al., 2000). La misma
accion conjunta de Netrinal y semaforinas secretables podrian in vivo establecer también la proyeccion
septo-hipocampal, ya que, en etapas embrionarias y postnatales tempranas, Netrinal expresada en la
fimbria atraeria axones septales e hipocampales, mientras que la presencia de Sema3A y Sema3F en el
septum y regiones colindantes (estriado, corteza cingulada) estimularia, mediante quimiorepulsion, la
proyeccion de las fibras septales hacia el hipocampo, ademas de impedir la invasion ectopica a lo largo
de su trayectoria (Pascual et al., 2004b; Pascual et al., 2005).

Una vez iniciada su proyeccion hacia el hipocampo contralateral, la presencia de Netrinal en la
linea media podria in vivo atraer a las fibras comisurales originadas en la CA3 y facilitar su entrada en el
hemisferio contralateral, ya que la ausencia de Netrinal en el raton mutante homocigoto impide la
formacion de la comisura hipocampal (igual que ocurre con otras comisuras, como el cuerpo calloso o la
comisura ventral anterior (Serafini et al., 1996)), y produce ademas la inervacién excesiva del septum,
fruto de la proyeccion normal desde la CA1 mas la proyeccion aberrante desde la CA3 (Barallobre et al.,
2000). Por ultimo, Netrinal expresada en el hipocampo y giro dentado interviene in vivo en la correcta
especificacion laminar de las proyecciones asociacional y entorrinal (Barallobre et al., 2000), y
probablemente también en la formacion de la proyeccion musgosa desde el giro dentado a CA3 (Steup et
al., 2000).

2.4.2. Semaforinas

Las semaforinas secretables Sema3A y Sema3F, a través de sus respectivos receptores Npl y
Np2, participan en la guia de interneuronas GABAérgicas, desde las eminencias ganglionares hasta la
neocorteza y el hipocampo siguiendo rutas tangenciales de migracion (Marin et al., 2001; Tamamaki et
al., 2003). Las interneuronas derivadas de la MGE son inicialmente distribuidas en direccion a la corteza
o al estriado: aquellas destinadas a la corteza expresan Npl y Np2 y evitan la region del estriado, que
expresa Sema3A y Sema3F, mientras que las interneuronas que se incorporan al estriado no expresan
neuropilinas (Marin et al., 2001). Las interneuronas que viajan hacia la corteza, a su vez, son
redistribuidas entre la placa cortical y la zona intermedia, segliin si expresan respectivamente Npl (y
responden a Sema3A expresada en la zona ventricular) o Np2 (y son repelidas por Sema3F presente en
la placa cortical) (Tamamaki et al., 2003).

La persistente expresion de distintas semaforinas secretables y de sus receptores, neuropilinas y
plexinas, en la region hipocampal in vivo durante su desarrollo (Chen et al., 2000a; Chen et al., 1997;
Giger et al., 1998b; Giger et al., 1996), ha dado lugar a varios estudios focalizados en la posible accion
de las semaforinas en el establecimiento y maduracion de las principales conexiones de la formacion
hipocampal:

- Sema3A, a través de su receptor Npl, es probablemente el factor que confiere a neocorteza y
corteza entorrinal la actividad repulsiva que empuja a los axones hipocampales embrionarios hacia la
fimbria; asi, impiden que los axones hipocampales invadan regiones erroneas y al mismo tiempo les
inducen a iniciar su trayectoria hacia regiones diana (Chedotal et al., 1998). El efecto quimiorepulsivo
de Sema3A sobre axones entorrinales a edades embrionarias sugiere que Sema3A también podria tener
un efecto analogo al que ejerce sobre axones hipocampales: dirigir a los axones entorrinales hacia el
hipocampo para iniciar asi la via perforante (Pozas et al., 2001). Ademas, Sema3A, expresada en el
borde subiculum/CA1 y en la capa granular del giro dentado, podria influir in vivo en la formacion de la
via perforante y de la proyeccion musgosa del giro dentado mediante la repulsion de sus respectivos
axones (Steup et al., 2000; Steup et al., 1999). Sema3 A participa in vivo en la correcta especificacion de
la terminaciones entorrinales en el hipocampo, ya que en el animal deficiente en Sema3A4, se observan
fibras entorrinales ectopicas en el estrato radiado (Pozas et al., 2001).

- Sema3F repele axones hipocampales a edades embrionarias y postnatales; sin embargo, el hecho
de que anticuerpos bloqueantes contra Np2 no supriman el efecto quimiorepulsivo que ejerce la corteza
entorrinal sobre el hipocampo sugiere que, a diferencia de Sema3A (ver parrafo anterior), Sema3F
presente en la corteza entorrinal no dirige a los axones hipocampales hacia la fimbria. Sema3F y
Sema3A repelen axones entorrinales postnatales, y sin embargo Sema3F no tiene efecto sobre axones
entorrinales embrionarios. El conjunto de datos sugiere que Sema3F probablemente influye sobre
axones entorrinales e hipocampales participando en procesos tardios del desarrollo neuronal, como la
especificacion de terminacion en capa/célula diana o la ramificacion axonal (Pozas et al., 2001).
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- Sema3C repele axones del septum medial in vitro, y expresada en las capas piramidal del
hipocampo y granular del giro dentado su funcién in vivo podria ser la de restringir a dichos axones a
sus regiones de terminacion: estratos oriens y radiado en el hipocampo, ¢ hilus en el giro dentado (Steup
et al., 2000).

- El efecto repulsivo de Sema3A y Sema3F sobre axones septales embrionarios in vitro
posiblemente permite la accion cooperativa de estas dos semaforinas, a través de Npl y Np2, en impedir
in vivo la invasion aberrante de regiones colindantes, ademas de empujar a los axones del septum medial
fuera de la region para asi iniciar su trayectoria hacia el hipocampo y otros lugares de destino (Pascual et
al., 2004b; Pascual et al., 2005).

- Parece ser que la poda de fibras musgosas es secundaria a la eliminacion de sinapsis excesivas
propia del proceso de maduracion de las conexiones; en el raton deficiente en PlexA3, las sinapsis que
deberian ser eliminadas contintian madurando, por lo que el recorte de los terminales correspondientes
queda suprimido (Liu et al., 2005).

2.4.3. Slits

Slitl y 2, asi como sus receptores Robol y 2, han sido implicados en el desarrollo de la
formacion hipocampal (Andrews et al., 2006; Nguyen Ba-Charvet et al., 1999):
- todos ellos se expresan en el hipocampo, el giro dentado y la corteza entorrinal en etapas
embrionarias y postnatales tempranas (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999), y tanto el patron de expresion
como el periodo en que se expresan dan a entender que podrian participar en la guia de las principales
conexiones de la formacion hipocampal;
- Slit2 repele axones de giro dentado embrionarios en el ensayo de explantes en matriz de
colageno (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999); este dato, junto con la expresion de Slits y Robos en el giro
dentado durante la etapa embrionaria, refuerza la hipotesis de que dichas proteinas ayudan in vivo a
establecer las principales proyecciones del giro dentado;
- la zona marginal del hipocampo y giro dentado expresa Robo2, posiblemente por parte de
células de Cajal-Retzius; teniendo en cuenta que en el mismo periodo hay expresion de Slits en la
corteza entorrinal, CA y capa granular del giro dentado (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999), Slits podrian
tener alguna funcion sobre las células de Cajal-Retzius (como por ejemplo mantenerlas confinadas en la
zona marginal externa);
- se observa una conspicua expresion de Slit2 en la zona ventricular del hipocampo en un periodo
de elevada actividad neurogénica de futuras células piramidales (Nguyen Ba-Charvet et al., 1999), por lo
que Slit2 podria influenciar el proceso de division celular o bien en la migracion de los precursores
postmitoticos fuera del epitelio neurogénico;
- En el raton deficiente en Robol se observan malformaciones en el cuerpo calloso y la comisura
hipocampal, asi como un exceso (aproximadamente el doble) de interneuronas en la neocorteza rostral y
parietal. Dichos defectos no se observan en el raton mutante en Slit2 ni en el raton doble mutante en
Slitl y 2; ademas, se ha demostrado que la migracion tangencial de interneuronas corticales desde el
subpalio no depende de Slitl ni de Slit2 (Marin et al., 2003). Por lo tanto, Robo 1 podria actuar en
determinados aspectos del desarrollo transduciendo la sefial de un ligando distinto a Slit (Andrews et al.,
2006).

2.4.4. Efrinas/Eph

Efrinas y sus receptores eph parecen tener un papel in vivo en la formacion de las principales
conexiones hipocampales, a juzgar por su patrén de expresion en la formacion hipocampal, por datos in
vitro sobre su efecto en el crecimiento de axones hipocampales y por el fenotipo de ratones mutantes
(Martinez y Soriano, 2005):

- durante el periodo embrionario tardio y postnatal temprano, los receptores EphA3-A7 se
expresan en el hipocampo segin un gradiente ascendente desde la region lateral hasta la region medial,
mientras que sus ligandos EfrinaA2, A3 y A5 forman en el septum lateral un gradiente complementario
al de Eph en el hipocampo: ascendente desde la region dorso-medial hasta la region ventral-lateral; la
distribucion de ambos gradientes coincide con la topografia de la conexion hipocamposeptal (Martinez y
Soriano, 2005). In vitro, EfrinaA2, A3 y A5 disminuyen el numero de neuritas inicamente en neuronas
hipocampales de la region medial (donde méas presencia hay de receptores EphA) (Brownlee et al.,
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2000), y en el raton transgénico para una forma dominante negativa del receptor EphAS5, la terminacion
de axones hipocamposeptales originados en la region medial del hipocampo se encuentra alterada (Yue
et al., 2002). Por otra parte, el hipocampo expresa EphB2 y B3, mientras que el septum lateral produce
la proteina EfrinaB3, y en los ratones deficientes en EphB2 y B3, los axones hipocampales que invaden
el septum permanecen anémalamente fasciculados (Chen et al., 2004). Por lo tanto, las proteinas eph
presentes en axones hipocampales y sus ligandos efrinas expresadas en el septum lateral probablemente
funcionen in vivo en la formacion de la conexion hipocamposeptal: la clase A de receptores y ligandos
en su topografia, y la clase B en su correcta defasciculacion al penetrar en la region diana.

- La corteza entorrinal embrionaria expresa receptores EphA, mientras que sus ligandos las
efrinas A se localizan en la fraccion de las dendritas piramidales y granulares que ocupan el estrato
radiado y la capa molecular interna, respectivamente; ademas, EfrinaA3 inhibe el crecimiento neuritico
de neuronas entorrinales in vitro (Martinez y Soriano, 2005; Stein et al., 1999). Todo ello apunta a que el
sistema efrinaA/EphA interviene en la formacién de la via perforante, manteniendo restringidas las
terminaciones entorrinales en laminas especificas mediante mecanismos repulsivos. Sin embargo, la
especificidad laminar de la proyeccion entorrinohipocampal no se encuentra alterada en el raton
deficiente en EfrinaA5, ni tampoco en el raton transgénico que sobreexpresa una forma soluble de
EphAS (EphA5-Fc), disefiado para que todas las interacciones entre efrinas A y Eph A resulten
bloqueadas (Martinez et al., 2005; Martinez y Soriano, 2005; Stein et al., 1999).

- En el raton deficiente en EfrinaAS5, la proyeccion comisural del giro dentado termina de forma
anomala en todo lo ancho de la capa molecular interna contralateral, cuando en el animal salvaje lo hace
ocupando unicamente la parte superior de dicha capa; en el mismo raton mutante también se observan
ectopias en las terminaciones de la proyeccion comisural del hipocampo propio, aunque resultan
temporales y son posteriormente corregidas (Martinez y Soriano, 2005). Parece que EfrinaA5 podria
estar relacionada con el correcto establecimiento de las conexiones comisurales del hipocampo y giro
dentado; curiosamente, el raton transgénico en el que todas las interacciones entre efrinas A y Eph A
estan inhibidas no muestra alteraciones en cuanto a la especificidad laminar de la via perforante ni de las
conexiones comisurales (Martinez et al., 2005).

Efrinas y receptores eph de las clases A y B han sido relacionadas con el proceso de
sinaptogénesis en el hipocampo, ya sea por datos in vitro, en los que se observa la promocion o
retraccion de espinas en neuronas hipocampales tras la aplicacion de efrinas, o bien por los fenotipos de
distintos ratones mutantes, que muestran un nimero de sinapsis disminuido en varias conexiones de la
formacion hipocampal (Martinez y Soriano, 2005). De forma analoga a lo que ocurre en el raton
deficiente en PlexA3 (Liu et al., 2005), el ratéon transgénico con la supresion funcional de las
interacciones entre efrinas y Eph clase A muestra un exceso de terminaciones y de contactos sinapticos
en la parte infrapiramidal de la proyeccion musgosa, lo que hace que posteriormente no tenga lugar el
proceso de poda axonal (Martinez et al., 2005).

Varios estudios muestran la expresion diferencial de efrinas y receptores eph en el hipocampo
adulto, ademas de la accion de efrinas/eph en diversos procesos relacionados con maduracion sinaptica y
plasticidad: pueden, por ejemplo, modular la funcién sinaptica mediante cambios en el transporte o
agrupacion de vesiculas sinapticas, la agrupacion de receptores de neurotransmisor, la alteracion de la
estabilidad de las sinapsis debida a cambios en el citoesqueleto neuronal, o la regulacion de la actividad
de receptores NMDA. Efrinas/eph también pueden regular el fendmeno de potenciacion a largo plazo
(LTP) en el hipocampo tanto in vitro como in vivo (Martinez y Soriano, 2005)

2.4.5. Reelina

En el hipocampo en desarrollo, Reelina se expresa en células CR, situadas en la zona marginal
externa/futuro estrato lacunosum-moleculare (Soriano et al., 1994), y en células GABAérgicas dispersas
por todas las capas hipocampales aunque con tendencia a concentrarse en el estrato oriens y en el hilus
(Alcantara et al., 1998); en el hipocampo adulto, la mayor parte de la expresion de Reelina se encuentra
en una fraccion de células GABAérgicas localizadas mayoritariamente en el estrato oriens, en el hilus y
en la capa granular del giro dentado, aunque también se observa expresion de Reelina en células CR
supervivientes presentes en el estrato lacunosum-moleculare (Alcantara et al., 1998; Pesold et al., 1998).
Al igual que en la corteza y el cerebelo, el animal reeler presenta defectos de migracion en el hipocampo
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y giro dentado: las neuronas piramidales y granulares se encuentran esparcidas, sin formar capas
compactas y definidas (D'Arcangelo y Curran, 1998).

La presencia de Reelina durante el periodo embrionario y postnatal influye en la correcta
formacion de conexiones en el hipocampo, aunque no parece intervenir en la guia de sus fibras. Asi, la
falta de Reelina en el raton reeler no impide la llegada de fibras entorrinales y comisurales a sus capas
de destino habituales (el estrato lacunosum-moleculare y la capa molecular externa del giro para la
proyeccion entorrinal, y los estratos oriens y radiado, junto con la capa molecular interna del giro
dentado para los axones comisurales), aunque si produce anomalias que incluyen, en la proyeccion
entorrinal, menor inervaciéon, menor extension y ramificacion axonal y mayor nimero de fibras
ectopicas, asi como la invasion aberrante de capas incorrectas en las proyecciones entorrinal y comisural
(Borrell et al., 1999a; Borrell et al., 1999b; Del Rio et al., 1997). La proyeccion septohipocampal, al
igual que la entorrinal y comisural, también conserva la especificidad de terminacion en el raton reeler,
en el que el componente GABAérgico inerva somas de interneuronas y el componente colinérgico
termina en neuronas piramidales de forma similar al animal salvaje; sin embargo, se observa en el
animal reeler la invasion aberrante de la region cercana a la fisura hipocampal por parte de fibras
GABA¢érgicas y colinérgicas septales, probablemente un defecto secundario debido a que la incorrecta
escision de la preplaca cortical e hipocampal en ausencia de Reelina produce la anémala acumulacion,
cerca de la fisura hipocampal, de células normalmente destinadas a la subplaca, entre las que se
encuentran interneuronas diana de los axones septales GABAérgicos (Pascual et al., 2004a).

En el hipocampo, al igual que en la corteza, Reelina es determinante en el correcto
posicionamiento de neuronas tanto piramidales como GABAérgicas (Nakajima et al., 1997; Pascual et
al., 2004a; Yabut et al., 2005), y también actua sobre los procesos neuriticos de ambos tipos neuronales,
aunque parece que de forma antagonica: la inhibicion funcional de Reelina in vivo e in vitro produce un
exceso de ramificacion neuritica en interneuronas GABAérgicas corticales (Yabut et al., 2005), y un
desarrollo anémalo e incompleto de las dendritas piramidales del hipocampo (Niu et al., 2004). Reelina
también estimula la maduracion sinaptica de neuronas hipocampales (Sinagra et al., 2005), y en el
animal reeler se observa un menor numero de contactos sindpticos por parte de las fibras entorrinales en
el hipocampo in vivo e in vitro (Borrell et al., 1999a; Del Rio et al., 1997).

La expresion de Reelina en el hipocampo adulto, localizada mayoritariamente en interneuronas
GABA¢érgicas (Alcantara et al., 1998), junto con el hallazgo de deficiencias en varios procesos
neurologicos hipocampales en el raton reeler heterocigoto, como memoria, aprendizaje, plasticidad a
largo plazo e inhibicidon sinaptica funcional (Qiu et al., 2005), han relacionado a Reelina con
enfermedades como Alzheimer, esquizofrenia o trastornos bipolares, caracterizadas por alteraciones en
procesos cognitivos o conductuales. Asi, Reelina modula la actividad sinaptica del hipocampo del raton
adulto a través de sus receptores VLDLR y ApoER2, y podria estar implicada en la disfuncidon cognitiva
tipica de la enfermedad de Alzheimer, ya que se ha demostrado que la isoforma ApoE4, ligando de
ApoER2, esta genéticamente ligada a la forma tardia de dicha enfermedad (Weeber et al., 2002). De
hecho, un reciente estudio demuestra que la isoforma larga de ApoER2 (contiene el exén 19, sensible a
splicing alternativo) forma parte del complejo receptor NMDA presente en el elemento postsinaptico de
sinapsis excitadoras, y que la union de Reelina a su receptor provoca la fosforilacion y consiguiente
activacion de receptores NMDA, lo que representa la demostracion del efecto de Reelina en la funcion
sinaptica, y por tanto, en procesos de plasticidad y memoria en el hipocampo (Beffert et al., 2005). Por
otra parte, el raton reeler heterocigoto (haploinsuficiente para el gen de Reelina) comparte caracteristicas
morfologicas y bioquimicas con pacientes que sufren esquizofrenia y otras enfermedades bipolares,
incluyendo la disminucién de los niveles de mRNA y proteina Reelina en la formacidon hipocampal
(Fatemi et al., 2000) o la disminucion del nimero de espinas dendriticas en neuronas corticales e
hipocampales (Pappas et al., 2001).
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Iv. EL CEREBELO

1. EL CEREBELO ADULTO

1.1. Organizacion anatémica

El cerebelo esta formado por tres regiones:
- la corteza del cerebelo, que corresponde a la capa de materia gris mas externa, es la region
donde terminan las conexiones de entrada al cerebelo y donde se originan sus conexiones de salida;
- la sustancia blanca, situada por debajo la corteza y zona de transito de axones mielinizados
aferentes y eferentes;
- los niuicleos cerebelares profundos, localizados en la sustancia blanca del cerebelo, en el techo
del 4° ventriculo, que reciben la conexion de parte de la corteza cerebelar y a su vez establecen la
conexion de salida del cerebelo. Hay tres pares de ntcleos profundos: fastigial, interpdsito (compuesto a
su vez por los ntcleos globoso y emboliforme) y dentado (Kandel et al., 1993).

vermis

}

L1\
7

hemisferiosj
Figura 31. Vista dorsal del cerebelo de ratén.

Se puede observar la organizacion longitudinal o sagital del cerebelo, que distingue una zona central llamada
vermis y dos regiones laterales o hemisferios. Los nimeros romanos indican los lobulillos transversales visibles
dorsalmente.

Las conexiones de entrada y salida del cerebelo discurren a través de tres pares de vias
simétricas, que conectan al cerebelo con el tronco del encéfalo: son conocidas como pedunculos
cerebelares, y constan del pedunculo inferior (o cuerpo restiforme), pedunculo medial (o brachium
pontis), y pedunculo superior (o brachium conjunctivum). La mayoria de las fibras que contiene el
pedunculo superior cruzan la linea media a través de la comisura cerebelar (Kandel et al., 1993).

1.1.1. Organizacion transversal o coronal

La principal caracteristica anatomica del cerebelo es el conjunto de pliegues transversales que lo
atraviesan desde un lateral al otro, y que se agrupan en tres grandes lobulos separados por fisuras
transversales (Kandel et al., 1993):

- el Iobulo floculonodular, en la parte caudal del cerebelo, se le llama arquicerebelo por ser la
region filogenéticamente mas antigua;

- el lobulo anterior, en la parte rostral del cerebelo, es conocido como paleocerebelo por ser
evolutivamente de aparicion mas reciente que el arquicerebelo;

- el lobulo posterior, situado entre los dos anteriores y separado del 16bulo anterior por la fisura
primaria, y del floculonodular por la fisura posterolateral. También llamado neocerebelo, es el 16bulo de



86 Introduccidn

aparicion filogenética mas reciente. Junto con el l6bulo anterior, ambos estan subdivididos mediante
fisuras superficiales en distintos lobulillos, cada uno de ellos con un nombre distinto (figura 32).

1.1.2. Organizacion longitudinal o sagital

El cerebelo también presenta distintas
regiones longitudinales, separadas por dos surcos: una
banda central que constituye el vermis, y dos
hemisferios cerebelares situados a cada lado (figura
31); cada hemisferio a su vez se divide en una parte
intermedia, al lado del vermis, y una parte lateral.
Estas tres regiones longitudinales, vermis, hemisferio
intermedio y hemisferio lateral, representan divisiones
funcionales que establecen conexiones distintas
(Kandel et al., 1993):

- el vermis conecta con el nucleo fastigial y éste
a su vez con regiones de la corteza cerebral y del
puente del encéfalo que da lugar a las vias motoras
descendentes mediales, por lo que controla la
musculatura proximal.

Figura 32. Organizacion histolégica del cerebelo. _ La =zona intermedia de los hemisferios

Seccion parasagital del cerebelo de raton adulto, , , . ;. ,

proyecta a través del nucleo interposito con las vias

tefiido mediante la técnica de Nissl, que muestra los distintos
lobulilloss transversales (designados con numeracién romana), ~motoras descendentes laterales, controlando Ila

lqs ﬁsulras transverss%les (fisura primaria y poster(')lateral, lineas musculatura de las extremidades.
discontinuas), los nucleos profundos, la sustancia blanca y la

corteza cerebelar. Anterior es a la izquierda. cc: corteza  — La zona lateral de ambos hemisferios conecta
cerebelar. fp: fisura primaria. fpl: fisura posterolateral. np: con el nucleo dentado y de ahi con regiones motoras y
nucleos profundos. sb: sustancia blanca. .
premotoras de la corteza cerebral, relacionadas con la
planificaciéon de movimientos voluntarios.

1.2. Organizacion funcional

A nivel funcional, el cerebelo presenta tres grandes areas, cada una de ellas con conexiones
principales de entrada y salida especificas (Kandel et al., 1993):
- el cerebelo vestibular corresponde al 16bulo floculonodular. Recibe la proyeccion de los nicleos
vestibulares del bulbo raquideo (situados rostral y ventralmente respecto a los nucleos profundos), y
proyecta directamente de vuelta a los nucleos vestibulares. En humanos, el cerebelo vestibular controla
el movimiento ocular y el equilibro corporal postural y en movimiento.
- El cerebelo espinal incluye el vermis y la zona intermedia de los hemisferios. Recibe
informacion sensorial de la periferia mediante su principal conexion, originada en la médula espinal, los
nucleos de la columna dorsal y los nucleos de la formacion reticular en el bulbo raquideo; regula, a
través de la proyeccion a los nucleos fastigial e interposito, los componentes lateral y medial de las vias
motoras descendentes, controlando asi el movimiento de las extremidades. El cerebelo espinal se
encarga del ajuste de los movimientos y del mantenimiento del tono muscular postural.
- El cerebelo cerebral corresponde a la region lateral de ambos hemisferios. Su entrada proviene
exclusivamente de los nacleos pontinos en el bulbo raquideo, los cuales le aportan informacion desde la
corteza cerebral, y su proyeccion pasa a través del nicleo dentado hasta el talamo y de ahi a la corteza
cerebral motora y premotora, por lo que participa en la planificacion e iniciacion del movimiento.

1.3.1. Aferencias a la corteza cerebelar

La corteza cerebelar recibe dos principales aferencias excitadoras (Kandel et al., 1993):
- las conexiones de entrada de las tres grandes regiones funcionales del cerebelo (descritas en el
parrafo anterior) terminan en forma de fibras musgosas en la corteza del cerebelo. Las fibras musgosas
representan la principal aferencia excitadora, y contactan con las células de Purkinje de forma indirecta,
a través de las células granulares.
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- La oliva inferior del bulbo raquideo envia conexiones hacia la corteza cerebelar, que terminan
en sinapsis excitadoras directas con las células de Purkinje; se las conoce como fibras trepadoras porque
a medida que ascienden por la corteza, envuelven el soma y las dendritas de las células de Purkinje. Las
fibras trepadoras, que terminan en las tres areas funcionales del cerebelo, estan implicadas en el
aprendizaje de habilidades motoras, mediante la modulacion de la conexion de las fibras musgosas con
las células de Purkinje.

Fibras musgosas y trepadoras envian axones colaterales hacia los nucleos cerebelares profundos,
que establecen la proyeccion de salida del cerebelo; dichos colaterales excitadores forman el circuito
cerebelar primario, y éste resulta posteriormente modulado por la corteza cerebelar, mediante la
conexion inhibidora que realizan los axones de las células de Purkinje con los nucleos profundos.

1.3. Histologia v conexiones de la corteza cerebelar

Se distinguen tres capas en la corteza cerebelar adulta: la capa molecular, la capa de células de
Purkinje y la capa granular. La mayoria de células que componen el corteza del cerebelo disponen sus
arborizaciones dendriticas o axonales de dos modos: paralelos al eje largo de la folia o a las fisuras
transversales (o sea, en el plano coronal), o perpendiculares al eje largo de la folia o paralelos a la linea
media (o sea, en el plano parasagital) (figura 34) (Nieuwenhuys et al., 1998).

1.3.1. Neuronas v sus conexiones en la capa molecular

La capa molecular es la mas superficial de la corteza cerebelar, y en ella existen dos tipos de
neuronas, ambas interneuronas GABAZérgicas: las células estrelladas, situadas en la superficie de la capa
molecular, y las células en cesto situadas en zonas profundas de la capa molecular. Ambas tienen
arborizaciones dendriticas y axonales orientadas en el plano parasagital (igual que el arbol dendritico de
las células de Purkinje). El axon de las células estrelladas termina en dendritas proximales lisas de las
células de Purkinje, mientras que las células en cesto tienen un axon arborizado que rodea el soma de la
célula de Purkinje como si fuera un cesto, y forma sinapsis axosomaticas. Las dendritas de ambos tipos
celulares reciben la conexion de las fibras paralelas de las células granulares (ver mas abajo y figura 33)
(Nieuwenhuys et al., 1998).

1.3.2. Células de Purkinje v sus conexiones

Las células de Purkinje tienen un soma de gran tamafio formando una monocapa entre la capa
molecular superficial y la capa granular interna. El denso arbol dendritico de las células de Purkinje se
extiende por toda la capa molecular y se ubica en el plano parasagital. El ax6n de las células de Purkinje
abandona la corteza y establece contactos GABAérgicos con células de los nucleos cerebelares, siendo
ésta la Uinica conexion de salida de la corteza. Las células de Purkinje reciben dos aferencias distintas
que terminan en distintos compartimientos de su arbol dendritico: las fibras paralelas procedentes de las
células granulares en la capa granular (ver mas abajo), y las fibras trepadoras, que tienen su origen en la
oliva inferior contralateral, situada en el bulbo raquideo (figura 33). Cada célula de Purkinje recibe la
conexion de una unica fibra trepadora, y sus terminales sinapsan con espinas de dendritas proximales.
Las fibras paralelas contactan con espinas situadas en las ramificaciones de las dendritas distales. Ambas
aferencias son excitadoras y glutamatérgicas (Nieuwenhuys et al., 1998).

1.3.3. Neuronas v sus conexiones en la capa granular

Células granulares. Situadas en la capa granular (por debajo de la capa de Purkinje) son
pequeiias y redondas. Emiten cuatro o cinco dendritas terminadas en forma de zarpa (claw-like) que
quedan recluidas en la capa granular, y su axé6n asciende siguiendo una trayectoria vertical hacia la capa
molecular, donde se divide en dos ramas, llamadas fibras paralelas, que recorren considerables
distancias de forma paralela a la superficie pial. Tanto la parte ascendiente del axon como las fibras
paralelas muestran pequefias varicosidades, que son puntos de sinapsis con las dendritas de las células de
Purkinje o de las interneuronas de la capa molecular. Las células granulares reciben la conexion de las
fibras musgosas, que terminan en complejas sinapsis en las dendritas de las células granulares formando
los glomérulos (figura 33). Las fibras musgosas, que tienen su origen principalmente en distintos
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nucleos de la médula espinal y del tronco del encéfalo, se ramifican extensamente en la sustancia blanca
del cerebelo, y sus ramas terminales, acabadas en complejos botones que forman parte del glomérulo, se
orientan principalmente en el plano parasagital. Los glomérulos se sitlian por toda la capa granular, en
los espacios vacios entre células granulares (Nieuwenhuys et al., 1998).

Células grandes de la capa granular. El término “células grandes” se utiliza para diferenciar a
las células granulares, que tienen un soma pequefio y son excitadoras (con el glutamato como
neurotransmisor), del resto de neuronas, que en general poseen un soma de mayor tamafio y son
inhibidoras.

- Células de Golgi. Representan otro tipo de interneurona GABAérgica, con su soma situado en la
capa granular, que extiende su arbol dendritico por todas direcciones en la capa molecular (figura 33). El
axon cursa una trayectoria inicial en el plano coronal, para luego terminar en un denso plexo en la capa
granular, y contactar con las dendritas de las células granulares en la periferia de los glomérulos
(Nieuwenhuys et al., 1998). Las dendritas de las células de Golgi reciben la conexion de las fibras
paralelas, por lo que proporciona una retroalimentacion inhibidora a las células granulares (Wang y
Zoghbi, 2001).

- Células de Lugaro. Son interneuronas GABA¢érgicas con un soma fusiforme localizado en la
interfase entre la capa granular y la capa de Purkinje. Del soma emergen dendritas poco ramificadas que
se extienden horizontalmente en el plano parasagital por debajo de las células de Purkinje, y el axon
forma dos tipos de proyecciones en la capa molecular: una proyeccion proximal densa en el plano
parasagital que establece contactos inhibidores con células estrelladas y en cesto, y una proyeccion distal
poco ramificada en el plano coronal o transversal que forma sinapsis GABAérgicas con dendritas de
células de Golgi, asi como con el soma y las dendritas proximales de las células estrelladas y en cesto
(Laine y Axelrad, 1998). Como aferencias reciben numerosas sinapsis de colaterales axonales de las
células de Purkinje, y al igual que las células granulares y sus fibras paralelas, contienen un nivel
elevado de Calretinina citoplasmatica. Por lo tanto, las células de Lugaro se pueden considerar
interneuronas inhibidoras encargadas de regular la actividad de otras interneuronas inhibidoras (Laine y
Axelrad, 2002). Existe otro tipo de interneuronas GABAérgicas recientemente definido: las células
globulares. Representan un subgrupo dentro de las células de Lugaro, y ambas son similares en cuanto a
localizacion, conexiones axonales establecidas, aferencias recibidas e immunoreactividad contra
Calretinina, pero difieren en su arbol dendritico, siendo el de las células globulares mas parecido al de
las células de Golgi (Laine y Axelrad, 2002).

- Células en candelabro. Recientemente Lainé y Axelrad descubrieron mediante impregnacion de
plata una nueva interneurona, con el soma situado entre los de las células de Purkinje, y dos arboles
dendriticos: uno de ellos se extiende por toda la capa molecular y el otro queda restringido a la zona
superior de la capa granular. La caracteristica principal de este tipo celular es el axon, que se ramifica y
se distribuye por la capa molecular adoptando la forma de un candelabro; de ahi que fueran bautizadas
como células en candelabro (Laine y Axelrad, 1994). Son positivas para GAD, al igual que el resto de
“grandes neuronas” de la capa granular del cerebelo (Flace et al., 2004). Por la distribucion de sus
colaterales axdnicos, parece ser un tipo de interneurona que inhibe a otras interneuronas presentes en la
capa molecular, similar a la célula de Lugaro (Flace et al., 2004).

- Células en cepillo. Fue identificada a finales de los afios 80 en la corteza cerebelar de diversos
mamiferos. Posee un soma de medio tamafio localizado en la capa granular, y se caracteriza por tener
una Unica dendrita que en su extremo se ramifica en forma de cepillo, y que sinapsa con terminales de
fibras musgosas; el axon se extiende tortuosamente por la capa granular, y especificamente a través de
engrosamientos en forma de roseta, establece contactos excitadores (a diferencia del resto de “células
grandes”) con dendritas de células granulares y de otras células en cepillo. Al igual que las células
granulares, muestran una elevada expresion de Calretinina, y se distribuyen principalmente por el
cerebelo vestibular (16bulo floculonodular) (Berthie y Axelrad, 1994; Laine y Axelrad, 2002;
Nieuwenhuys et al., 1998).
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1.3.4. Células de la glia

En el cerebelo existen varios tipos de células gliales, distribuidas por todas las capas de la
corteza y por la sustancia blanca: los astrocitos velados, cuyos procesos ramificados le dan forma
estrellada, es muy comun en la capa granular; los astrocitos lisos, menos comunes que los anteriores y
situados tanto en la capa granular como en la molecular, tienen procesos largos y radiales respecto al
soma, sin apéndices laminares; los astrocitos fibrosos, tipicos de la sustancia blanca, emiten procesos no
muy largos pero profusamente ramificados; los oligodendrocitos, presentes principalmente en la
sustancia blanca, forman varios procesos que corresponden a vainas de mielina y que recorren largas
distancias siempre alineados con axones (Yamada y Watanabe, 2002; Zhang y Goldman, 1996b).
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Figura 33. Tipos neuronales en el cerebelo.

Izquierda: esquema que representa los principales tipos neuronales del cerebelo y sus conexiones extrinsecas (fibras
trepadoras, fibras musgosas) y locales (fibras paralelas, conexiones de células estrelladas, en cesto y de Golgi) (adaptado de Wang y
Zoghbi, 2001).

Derecha: seccion coronal del cerebelo de raton, procesada mediante una combinacién de immunocitoquimica contra
Neurofilamento (que marca el citoplasma de las células de Purkinje en marrén) y de tincion histoquimica nuclear (azul). CG: capa
granular. CP: capa de células de Purkinje. CM: capa molecular.

Glia de Bergmann. Pero el tipo de célula glial que mas repercusion tiene en el cerebelo (tanto
durante su desarrollo como en su citoarquitectura y fisiologia adulta) es la glia de Bergmann. Esta
compuesta por astrocitos unipolares con el cuerpo celular localizado en la capa de células de Purkinje,
que extienden prolongaciones hasta la superficie pial atravesando toda la capa molecular y, durante el
desarrollo, también la capa granular externa. Estos procesos se conocen como fibras de Bergmann. Por
cada célula de Purkinje hay aproximadamente ocho células de Bergmann, y sus fibras se sitiian en el
plano perpendicular al de las dendritas de Purkinje. Cada célula de Bergmann da lugar a varias fibras de
Bergmann, que ascienden en forma de varas rectas y emiten numerosos apéndices o excrecencias
laterales por el camino; a partir de estos apéndices se genera una red de procesos gliales, provinentes de
distintas células de Bergmann, que envuelven totalmente los arboles dendriticos de las células de
Purkinje por toda la extension de la capa molecular. La unidad mas pequena de esta red glial es conocida
como microdominio glial de Bergmann, y estd compuesta por una protuberancia en forma de calabaza,
que envuelve varias sinapsis entre los terminales de las fibras paralelas y las espinas dendriticas de las
células de Purkinje, y una pequefia prolongacion que conecta la protuberancia al tallo de la fibra de
Bergmann (Yamada y Watanabe, 2002).
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Esta intima asociacion estructural entre la glia de Bergmann y las células de Purkinje tiene
repercusion a nivel funcional. Por ejemplo, la estimulacion por parte de las fibras paralelas produce en
las regiones de las fibras de Bergmann que forman los microdominios un aumento del nivel de Ca+2,
regulando asi la transmision sindptica. La glia de Bergmann también puede influir en la sinapsis
mediante el intercambio de metabolitos, como la recaptacion de glutamato o la secrecion de cofactores
de neurotransmisores. Otros factores secretados por células astrociticas como la glia de Bergmann
estimulan la supervivencia de las células de Purkinje, asi como el crecimiento dendritico y el desarrollo
de espinas (Yamada y Watanabe, 2002).

1.4. Histologia de los
nucleos profundos

En los nucleos
cerebelares  profundos se
distinguen varias poblaciones
celulares, seglin el tamafio del
soma, el neurotransmisor
expresado y la distribucion de
sus axones (Nieuwenhuys et
al., 1998; Sultan et al., 2002):
- la  poblacion  de
neuronas principales,

supuestamente
glutamatérgicas y de tamafio
grande o medio, son
consideradas neuronas de
relevo o repetidoras y envian
sus axones al tdlamo y a otros
nucleos motores del tronco del

encéfalo;
- células de Purkinje [ célutas granulares células estrelladas — una pob]aci(')n de
- células de Golgi - fibras musgosas - células en cesto neuronas similar en pumero a
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mayoria proyectan a la oliva
Figura 34. Disposicion tridimensional de la corteza cerebelar. inferior: en parte de dicha
Las células de la corteza cerebelar disponen sus sistemas dendriticos y axonales ’

segun dos planos perpendiculares entre si: las células de Purkinje (rojo) y las interneuronas de poblacwn colocalizan los

la capa molecular (células estrelladas y en cesto, azul celeste y oscuro respectivamente) se neurotransmisores inhibidores
sitGian en el plano sagital, mientras que las fibras paralelas corren a través del plano coronal; las e .
células de Golgi extienden sus dendritas en todas direcciones .Las flechas indican la direccion GABA y ghClna’ y esta
de las proyecciones (aferencias/eferencias) formada por ne€uronas de
proyeccion local
(interneuronas).

1.5. La compartimientalizacion del cerebelo

1.5.1.  Compartimientos sagitales

La conexion eferente del cerebelo (proyeccion cortico-nuclear) se organiza en un patrén
especifico de bandas longitudinales paralelas a la linea media, de manera que las células de Purkinje
pertenecientes a una banda, o a un par de bandas no contiguas, proyectan a un mismo nucleo cerebelar o
vestibular. El patron de bandas o compartimientos longitudinales muestra simetria bilateral, y algunas de
las bandas ocupan unos pocos lobulillos, mientras que otras se extienden por toda la longitud del eje
rostro-caudal (Voogd y Glickstein, 1998).

Durante el primer periodo del desarrollo del cerebelo, y antes de la aparicion de las fisuras
transversales, las células de Purkinje en la incipiente placa cortical se agrupan en varias zonas orientadas
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longitudinalmente y localizadas debajo de la capa granular externa. Mas tarde, la aparicion de las fisuras
transversales que dividen el cerebelo en lobulos y lobulillos, asi como la migracién de las células
granulares hacia el interior para formar la capa granular, producen un gran aumento del tamafo de la
corteza cerebelar, asi como la desaparicion de los grupos de células de Purkinje, que pasan a formar una
capa con sus somas alineados. Se consideran estos grupos de células de Purkinje como los precedentes
de las bandas longitudinales en el cerebelo adulto (Nieuwenhuys et al., 1998).

Las aferencias al cerebelo también se organizan siguiendo bandas longitudinales o sagitales. Asi,
respecto a la proyeccion olivo-cerebelar (cuyos terminales forman las fibras trepadoras) determinadas
regiones de la oliva inferior proyectan a una unica banda sagital de células de Purkinje, o bien a un par
de bandas no contiguas que tienen como diana el mismo niicleo cerebelar, y estas mismas regiones
olivares envian colaterales al ntcleo cerebelar correspondiente (Voogd y Glickstein, 1998).

Por lo tanto, la conexién eferente del cerebelo se organiza de manera modular, siendo un
modulo una o varias bandas longitudinales de células de Purkinje, su correspondiente nicleo cerebelar o
vestibular, y su correspondiente sistema aferente de fibras trepadoras (conexion olivo-cerebelar). Las
fibras pertenecientes a modulos contiguos no se solapan (Nieuwenhuys et al., 1998).

Las fibras musgosas espino-cerebelares, reticulo-cerebelares y ponto-cerebelares distribuyen sus
terminales en agregados longitudinales, topograficamente relacionados con las bandas longitudinales de
células de Purkinje que forman los modulos de salida mencionados en el anterior parrafo (Herrup y
Kuemerle, 1997; Nieuwenhuys et al., 1998). Los agregados longitudinales de fibras musgosas originadas
en distintas regiones pueden alternarse, o bien solaparse (Nieuwenhuys et al., 1998).

La estructura anatomica del cerebelo adulto no muestra la presencia de bandas longitudinales.
Sin embargo, mediante métodos de tincion adecuados, se pueden apreciar los modulos longitudinales en
la sustancia blanca, que contiene los axones de las células de Purkinje y sus correspondientes aferencias
trepadoras y nticleos cerebelares. Ademas, se ha observado que distintas proteinas expresadas por las
células de Purkinje o por la glia de Bergmann se distribuyen en el cerebelo adulto siguiendo un patron
de bandas longitudinales que se corresponden con los modulos de eferencias y aferencias trepadoras,
aunque la relacion entre ambas no es estricta. Entre el conjunto de marcadores moleculares que
atestiguan la division longitudinal de la corteza cerebelar adulta estin el enzima 5 -nucleotidasa
(presente en la glia de Bergmann) y los estudiados de forma maés extensiva: las zebrinas (Herrup y
Kuemerle, 1997; Nieuwenhuys et al., 1998; Voogd y Glickstein, 1998). También existen patrones
longitudinales de expresion de determinados genes que son momentidneos durante el desarrollo del
cerebelo, y que en la edad adulta no se perciben, ya sea porque hayan desaparecido totalmente o porque
su expresion sea uniforme; entre estos genes se encuentran varios homoélogos de genes de segmentacion
en Drosophila, como Engrailed (Enl 'y 2), Pax2 o Wingless (Whnt), los cuales muestran una expresion en
distintas bandas sagitales durante el desarrollo embrionario (Herrup y Kuemerle, 1997).

1.5.2. Compartimientos transversales

Existen evidencias que apuntan a la presencia de limites que demarcan compartimientos a lo

largo del eje rostro-caudal del cerebelo, de forma similar a lo que ocurre en el plano sagital (comentado
en el anterior apartado). Estos compartimientos transversales coinciden aproximadamente con las tres
regiones del cerebelo separadas por las dos grandes fisuras transversales (fisura primaria, fisura
posterolateral; ver mas arriba), y que corresponden a tres regiones de distinta edad evolutiva (Herrup y
Kuemerle, 1997):
- el limite entre la region anterior y posterior del cerebelo, marcado anatdmicamente mediante la
fisura primaria, se podria situar en el lado anterior del lobulillo VI. Esta hipotesis se basa en varias
evidencias, como por ejemplo, la existencia de tres animales mutantes: los ratones meandertail y leaner,
ambos con la region anterior del cerebelo alterada pero las regiones posterior y floculonodular normales,
y el ratobn mutante en el gen Engrailed? (En2), cuyo cerebelo presenta anomalias en la region posterior,
mientras que las regiones anterior y floculonodular son normales. Ademas, la expresion en el adulto de
los antigenos Hsk1 y TH, asi como la expresion transitoria de los genes EFn2 y Wnt7B durante la etapa
postnatal joven, apoyan la hipotesis de que el 16bulo VI actiie de limite entre dos compartimientos
transversales. Por ultimo, dicho limite coincide con la frontera entre la parte del cerebelo que tiene un
origen mesencefalico (region rostral respecto al lobulillo VI) y el cerebelo de origen metencefalico
(region caudal respecto al lobulillo VI).
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- El limite entre la region posterior y la region floculonodular se podria situar en el lado posterior
del lobulillo IX, coincidiendo con la frontera anatémica: la fisura posterolateral. Entre ambos putativos
compartimientos existen diferencias funcionales evidentes (ver mas arriba), ademas de diferencias en el
patron de expresion de los genes L7 y En2. Ademas, la alteracion citoarquitectonica del cerebelo en el
raton mutante En2 termina caudalmente en ese limite, y no afecta a la region floculonodular.
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2. DESARROLLO DEL CEREBELO

2.1. Especificacion territorial del cerebelo en el tubo neural: el organizador istmico

Durante la formacion del tubo neural aparecen en su parte anterior las tres vesiculas
primordiales, las vesiculas prosencefalica, mesencefalica y romboencefalica, que daran lugar a todo el
conjunto del encéfalo. Tradicionalmente se ha situado el origen del cerebelo en el romboencéfalo, y
concretamente en la zona dorsolateral del metencéfalo, que compone la porcion anterior de la vesicula
romboencefalica. Se postula que a partir de sus dos placas alares se genera el cerebelo de forma bilateral,
y posteriormente se fusiona a nivel de la linea media dorsal y en direccion rostrocaudal para formar asi

un Unico primordio cerebelar (Sotelo, 2004).

HHZ? Otx2  HH20 ! Gbx2

Figura 35. El organizador istmico.

(A) La formacion del cerebelo depende del
organizador istmico, que se forma en el territorio de expresion
del gen En2. La mutua represion de los genes Ox2 y Gbx2
determina  la  expresion de Fgf8 en el limite
mesencéfalo/metencéfalo, Fgf8 regula a su vez la expresion de
distintos genes, entre ellos En2 (adaptado de Wang y Zoghbi,
2001).

(B) La mutua represion de Otx2 y Gbx2 determina el
lugar de formacion del cerebelo. Sin embargo, en un principio
(HH10 en pollo) el limite de expresién de Gbx2 (flecha) queda
por delante del MHB (punta de flecha), la constriccion anatomica
que inicialmente se consideraba el origen del cerebelo; a partir de
HH20, el MHB coincide con el limite de expresion de Otx2 y
Gbx2 (adaptado de Sotelo, 2004).

Especificacion rostral-caudal. A partir de
transplantes quimera pollo/codorniz, que siguen
criterios anatomicos para definir territorios en el
tubo neural, se concluyd que la region cerebelar
no se genera Unicamente a partir del
romboencéfalo como se creia, sino que aparece a
partir de tejido mesencefalico y romboencefalico
(Hatten y Heintz, 1995; Sotelo, 2004). Sin
embargo, el uso de mapas basados en dominios de
expresion génica han puesto de manifiesto que los
limites anatomicos no siempre son auténticos
limites territoriales; por ejemplo, la constriccion
anatomica entre las vesiculas mesencefalica y
romboencefalica, que en los experimentos de
transplantes mencionados mas arriba era
considerado como la frontera mesencéfalo-
romboencéfalo, se mueve en direccion rostral
durante el desarrollo del pollo, para mas adelante
coincidir con el limite caudal de la expresion del
gen Otx2, un marcador molecular del limite
caudal del mesencéfalo que se mantiene siempre
en la misma posicion (figura 35) (Wingate, 2001).
Por lo tanto, segin un criterio génico de
especificacion territorial se considera: a) que el
limite de expresion caudal de Otx2 es también la
frontera entre el mesencéfalo y el romboencéfalo;
b) que el cerebelo tiene su origen unicamente en
el romboencéfalo, concretamente en el
rombomero 1 del metencéfalo (Wingate, 2001).

El organizador istmico. En2 se expresa
intensamente en el area que contiene el primordio
del cerebelo (el limite mesencéfalo/metencéfalo) y
muestra un doble gradiente decreciente, rostral en
direccion al mesencéfalo (que no expresa En2) y
caudal en direccion al metencéfalo. Cuando un
pedazo del primordio del cerebelo de codorniz es
transplantado en el diencéfalo de pollo, el
transplante no solamente mantiene la elevada
expresion de En2 (y, por consiguiente, continua
destinado a ser tejido cerebelar), sino que también
induce, en el tejido diencefidlico de pollo
colindante, la expresion de En2 en forma de
gradiente decreciente, similar al que aparece en el
mesencéfalo caudal. El gradiente decrediente de
En2 produce el desarrollo de tejido con
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caracteristicas mesencefalicas (tectum) en el diencéfalo. A partir de tales evidencias experimentales, se
considera el limite mesencéfalo/metencéfalo (MHB) como un tejido organizador secundario, ya que,
transplantado a un lugar distinto del tubo neural, es capaz alli de emitir sefiales morfogenéticas que
inducen el desarrollo de un primordio cerebelar (figura 35). Fue bautizado como organizador istmico
(IsO) (Alvarado-Mallart, 2005; Sotelo, 2004).

Hacia el final del proceso de gastrulacion, la placa neural del embrion de raton (E7-E8) expresa
en su region prosencefalica y mesencefalica el gen Otx2, y su limite caudal coincide con el limite rostral
de expresion de otro gen, Gbx2. Estudios genéticos en ratones knock-in y knock-out han demostrado que
la mutua represion de los genes Otx2 y Gbx2 determina la posicion del IsO, y que la expresion de Gbx2
en la region caudal al IsO es responsable de destinar ese territorio al desarrollo del cerebelo, al reprimir
la expresion de Otx2. La expresion de FGF$ es activada por Gbx2 y reprimida por Otx2, por lo que Fgf8
aparece en el limite mesencéfalo/metencéfalo (destinado a ser primordio cerebelar) y regula directa o
indirectamente la expresion de un conjunto de genes: Enl y 2, Pax2 'y 5,y Wntl. Todos ellos resultan
necesarios para la especificacion del dominio mesencéfalo/metencéfalo, asi como para la supervivencia
de sus células (figura 35) (Alvarado-Mallart, 2005; Sotelo, 2004; Wang y Zoghbi, 2001). Hoxa?2 es el
gen de la familia Hox cuya expresion es mas rostral, este hecho junto con el fenotipo de ratones
deficientes en el gen Hoxa2 (que desarrollan un cerebelo mas grande en sentido caudal) permiten sugerir
que Hoxa?2 delimita el dominio cerebelar por su parte posterior (Wang y Zoghbi, 2001).

Especificacion dorsal-ventral. El disefio de la region cerebelar en su eje dorsoventral es menos
conocido. La familia de proteinas Bmp y Shh controla los procesos de especificacion neuronal en la
médula espinal, y parece ser que también participan en la determinacion dorsoventral del limite
mesencéfalo/metencéfalo: estudios de expresion ectdpica en raton muestran que los genes Bmp inducen
la expresion de Mathl un marcador de células granulares, y que Sk es capaz de producir un fenotipo
“ventralizado” en la regién dorsal del limite mesencéfalo/metencéfalo, y de ese modo alterar el
desarrollo cerebelar (Wang y Zoghbi, 2001).

2.2. Neurogénesis e histogénesis en el cerebelo

Después de este conjunto de acontecimientos que permiten el establecimiento del territorio
cerebelar, le sigue la fase de histogénesis con la proliferacion de precursores que, a partir de E10 en
raton, empieza a engrosar la zona. A diferencia de otras regiones del SNC, en la formacion del cerebelo
participa no solamente el neuroepitelio germinativo del cuarto ventriculo, que aporta neuronas y glia por
migracion radial, sino también una zona especializada, llamada labio rombico, que genera neuronas que,
mediante corrientes migratorias tangenciales, se incorporan tanto al sistema cerebelar (cerebelo y
nucleos precerebelares), como a otros nucleos del cerebro posterior. Ademas, el cerebelo presenta como
segunda caracteristica la existencia de dos zonas germinales secundarias, que act@ian principalmente
durante edades postnatales: la capa granular externa (EGL) y la sustancia blanca, que proporcionan a la
corteza cerebelar neuronas granulares, e interneuronas inhibitorias y glia, respectivamente.

Labio rémbico. Consiste en la interfase entre la placa del techo del cuarto ventriculo (cerebro
posterior) y el tubo neural. En el eje rostro-caudal se extiende entre los rombdémeros 1 y 8 del
metencéfalo, y es fuente de neuronas que abandonan dicho neuroepitelio y se incorporan en el cerebelo
y en distintos nucleos del cerebro posterior mediante corrientes migratorias tangenciales que siguen
rutas muy especificas (figura 36). La opinién general divide el labio rombico en superior o cerebelar,
situado en el rombomero 1 y origen unicamente de las células de la EGL, y inferior o posterior, que se
extiende entre los rombomeros 2 y 8 y espina dorsal superior, y que produce precursores para los
nucleos precerebelares (de donde parten las fibras musgosas que conectan indirectamente con las células
de Purkinje a través de las células granulares) y para la oliva inferior (origen de las fibras trepadoras que
conectan directamente con las células de Purkinje); el labio rombico inferior también genera neuronas de
otros nucleos del cerebro posterior, como los acustico-vestibulares (Wingate, 2005; Wingate, 2001).

Neuroepitelio ventricular. A partir del uso experimental de mapas genéticos de destino celular,
la vision actual del origen del sistema cerebelar ha cambiado: las neuronas inhibidoras de la corteza
cerebelar (Purkinje, interneuronas de la capa molecular y de la IGL, y pequenas neuronas de los nticleos
profundos) provienen de una porcion del neuroepitelio en el rombomero 1 definido por la expresion de
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Ptf1 (Hoshino et al., 2005; Kawaguchi et al., 2002), mientras que las neuronas excitadoras (granulares y
neuronas grandes de los nucleos profundos) se originan en otra zona del neuroepitelio del mismo
rombomero donde se expresa Mathl (Wang et al., 2005); ambos genes, Ptfl y Mathl, codifican para
factores de transcripcion con un dominio bHLH, y sus dominios de expresiéon son mutuamente
excluyentes (Wingate, 2005). El labio rémbico también ha sido redefinido: ahora corresponde a aquél
dominio del neuroepitelio romboencefalico que expresa Mathl y que da lugar al sistema musgoso de
entrada excitatoria a la corteza cerebelar (células granulares y sus aferencias, los nlicleos precerebelares),
a las neuronas excitadoras de los nucleos profundos, y a otras neuronas que forman parte del sistema
proprioceptivo-vestibular-auditivo (donde también interviene el cerebelo). En cambio, el circuito de
fibras trepadoras en la corteza del cerebelo (células de Purkinje y sus aferencias directas, las neuronas de
la oliva inferior, asi como interneuronas inhibidoras de la corteza cerebelar y de los nucleos profundos)
proviene de un dominio del neuroepitelio romboencefalico cercano al labio rombico y caracterizado por

la expresion de Pfil (Wingate, 2005).

labio rémbico

Figura 36. Desarrollo del cerebelo en ratén.

El labio réombico (una zona proliferativa situada
entre el cuarto ventriculo y el tubo neural) proporciona a
partir de E9 células granulares y de los nucleos profundos
al cerebelo (azul), y diversos tipos neuronales a otras
regiones (como el nucleo de la oliva inferior, naranja). Los
precursores granulares colonizan la superficie cerebelar
para formar la EGL, donde contintan proliferando en su
region externa durante las dos primeras semanas
postnatales. CP: capa de células de Purkinje. EGL: capa
granular externa. IGL: capa granular interna (adaptado de
Wang y Zoghbi, 2001).

2.3. Desarrollo de los nucleos profundos

Las primeras neuronas cerebelares en salir del
ciclo celular (entre E9,5 y E10,5 en raton (Wang et al.,
2005)) son las precursoras de los nucleos cerebelares
profundos. Hasta fechas recientes, se les atribuia una
trayectoria migratoria un tanto especial, que desde la
region del neuroepitelio ventricular cerebelar donde se
generaban, proseguia hasta alcanzar la region
rostrodorsal de la placa cerebelar. Es ahi donde
constituyen la llamada zona nuclear transitoria (NTZ),
una agregacion celular situada por debajo de la
superficie pial que desaparece cuando sus neuronas
migran translocandose a zonas mas profundas del
primordio cerebelar, para asi ocupar su posicion
definitiva en el cerebelo adulto (Hatten y Heintz, 1995
Sotelo, 2004). Sin embargo, datos recientes apuntan a
que parte de las neuronas de los nucleos profundos
(aquellas que expresan Mathl durante el desarrollo y
un neurotransmisor excitador en la etapa adulta)
provienen del labio rémbico rostral; una vez
postmitoticas, constituyen el avance inicial de la
llamada corriente migratoria rostral, una trayectoria de
migracion tangencial especifica que partiendo del
labio rémbico en E10 en ratdn, sigue un curso dorsal o
superficial por encima del primordio cerebelar; dicha
corriente proporciona inicialmente neuronas de los
nucleos profundos a la zona nuclear transitoria y, mas
adelante, precursores de células granulares a la EGL
(Wang et al.,, 2005; Wingate, 2005). Las neuronas
inhibidoras de los nticleos profundos, junto con las
células de Purkinje y las interneuronas inhibidoras de
la corteza del cerebelo, se originan en el neuroepitelio
ventricular cerebelar y expresan Ptf1 (figura 37)
(Wingate, 2005).

2
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2.4. Desarrollo de las células de Purkinje

2.4.1. Neurogénesis, migracion vy diferenciacion inicial

Entre E11 y E13 en ratén (ligeramente mas tarde que los precursores de los nicleos profundos),
una segunda oleada de precursores (entre los que se incluyen los de las células de Purkinje,
interneuronas corticales y células gliales) se vuelven postmitéticos, abandonan el neuroepitelio
ventricular cerebelar, migran a través del sistema de fibras gliales radiales y forman una densa capa en el
medio del primordio cerebelar. A medida que se establecen en esa capa, los precursores corticales
coinciden en el trayecto con los precursores de los nucleos profundos que, desde la zona nuclear
transitoria en la region rostrodorsal del primordio cerebelar, migran hacia la region rostromedial del
primordio en sentido contrario al de los precursores corticales. Estos quedaran, por lo tanto, formando
una ancha capa situada por encima de los futuros nucleos profundos, y que dara lugar a la corteza del
cerebelo (Hatten y Heintz, 1995; Sotelo, 2004).

Poco tiempo después de su ultima mitosis (E13), los precursores de Purkinje empiezan a
expresar marcadores especificos (por ejemplo Calbindina). Una vez situados formando una masa por
encima de los nucleos profundos y por debajo de la EGL incipiente (que empieza a visualizarse
aproximadamente a E17 en ratdn), los precursores permanecen detenidos, esperando a la migracion
hacia el interior de las células granulares para formar la capa granular (IGL). Mas adelante, y a medida
que los precursores ya postmitéoticos se van desplazando hacia la IGL, las células de Purkinje pasan de
una distribucion en varias capas en edades perinatales, a alinearse durante la etapa postnatal y formar
una unica capa. Pero aunque dependan de factores producidos por las células granulares para su
migracion y posicionamiento, las células de Purkinje no parecen necesitar a las células granulares en las
primeras etapas de su programa de diferenciacion (pero si para el correcto desarrollo de su arbol
dendritico, ver mas adelante), ya que animales mutantes como el raton weaver o el raton deficiente en el
gen Mathl, ambos caracterizados por la ausencia de precursores de las células granulares, muestran
numerosas células de Purkinje diferenciadas (Hatten y Heintz, 1995; Wang y Zoghbi, 2001). Otros
genes, en cambio, si influyen en la supervivencia y maduraciéon de las células de Purkinje, todos ellos
con autonomia celular (Sotelo, 2004):

- mutaciones en Rora (un miembro de la familia de receptores nucleares que ligan hormonas
esteroideas) producen el fenotipo caracteristico del ratéon staggerer (“tambaleante) (Steinmayr et al.,
1998);

- una mutacion espontanea en el gen Grid? (que codifica la subunidad 32 del receptor de
glutamato) que da lugar a una ganancia de funcion en la proteina, es la causante del fenotipo del raton
lurcher (que también significa “tambaleante”) (Zuo et al., 1997);

- el raton mutante Pcd (Purkinje Cell Degeneration) tiene afectado el gen Nnal, que corresponde
a un receptor nuclear cuya expresion es inducida durante la regeneracion axonal (Fernandez-Gonzalez et
al., 2002);

- mutaciones en el gen src de ratdén (codifica una proteina nuclear que estimula la actividad
transcripcional de receptores nucleares) produce anomalias motoras (Nishihara et al., 2003).

Existen otros genes que afectan mayoritariamente a la capacidad de supervivencia de las células
de Purkinje durante su desarrollo: los correspondientes a factores de crecimiento como NGF, BDNF o
NT4 y 5, entre otros, aumentan el nimero de células de Purkinje in vitro, mientras que NT3 reduce su
supervivencia. Animales transgénicos para el gen Bcl2, que codifica un factor protector contra la
apoptosis, muestran un mayor numero de células de Purkinje (Sotelo, 2004; Wang y Zoghbi, 2001).

2.4.2. Diferenciacion terminal

Diversos estudios sugieren que, en el proceso final de maduracion de las células de Purkinje, el
contacto sinaptico con sus aferencias ejerce un papel importante. El periodo del contacto de las fibras
trepadoras con las células de Purkinje empieza a partir de E18 en raton (Hatten y Heintz, 1995). Durante
la primera semana postnatal, las células de Purkinje presentan contactos de multiples fibras trepadoras, y
posteriormente parte de ellas degeneran, dejando en la tercera semana postnatal la caracteristica
conexion de una unica fibra trepadora con una unica fibra de Purkinje (Sotelo, 2004). El proceso de
eliminacion de fibras trepadoras sobrantes depende de la actividad sinaptica a través de las fibras
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Figura 37. Linajes dorsales que contribuyen a los sistemas cerebelar y precerebelar.

A) Vista dorsal esquematica a E9.5 en raton. Math1 se expresa en todo el labio rombico,
tanto en su parte cerebelar (rojo) como en su parte correspondiente al cerebro posterior (azul); la

expresion de Math 1 define el borde de la placa del techo del cuarto ventriculo (iv).

B) Dos aproximaciones distintas generan un mapa molecular de destino de derivados del
labio rombico de tipo agudo (Machold y Fishell, 2005) o de tipo acumulativo (Wang et al., 2005).
Ambos mapas establecen la identidad y el momento de produccion de los distintos tipos neuronales,
aunque el mapa agudo, ademas, demuestra la expresion transitoria y caracteriza los tipos neuronales

que migran fuera del labio rombico.

C) Derivados del labio rémbico que componen las distintas corrientes migratorias
definidas por Wang y colaboradores (Wang et al., 2005). Dichas corrientes (RLS, CES, AES, PES)
estan cronotopicamente distribuidas. En las trayectorias més largas, los derivativos distales (aquellos

que migran mas lejos) son los que primero se generan.

D) Otros mapas moleculares de destino han identificado subconjuntos de los linajes
originados en el labio rombico que expresa Mathl. Los derivados cocleares y cerebelares no
proceden de la region del labio rombico que expresa Wntl. El factor de transcripcion pancreatico
Ptfla identifica precursores de células de Purkinje, de interneuronas inhibidoras de la corteza
cerebelar y de los ntcleos profundos, y de la oliva inferior (Hoshino et al., 2005; Wingate, 2005). La

expresion de Gdf7 define precursores de los plexos coroideos.

E) Composicién que resume los distintos mapas moleculares de destino, mostrando la
diversidad de estructuras relacionadas funcionalmente gracias a la especifica organizacion

espaciotemporal de la region dorsal del tubo neural.

RLS, rostral rhombic lip; CES, caudal rhombic lip; AES, anterior extramural stream; PES, posterior

extramural stream (adaptado de Wingate, 2005).

paralelas (ver mas adelante)
y de la presencia de
receptores NMDA (Wang y
Zoghbi, 2001). La ablacion
de las fibras trepadoras no
afecta al tamafio del arbol
ni a la estructura dendritica
general de las células de
Purkinje, pero si altera el
compartimiento dendritico
proximal (alli donde
normalmente contactan las
fibras  trepadoras) que
resulta invadido por
sinapsis de fibras paralelas;
por lo tanto, el contacto de
las fibras trepadoras
permite la correcta
segregacion de las dos
aferencias en el arbol
dendritico de  Purkinje
(Sotelo, 2004).

El contacto por
parte de las fibras paralelas
determina el desarrollo
dendritico de las células de

Purkinje, asi como Ia
formacion de  espinas
dendriticas,

especializaciones de la
membrana donde se
efectuaran los contactos
sinapticos con las fibras
aferentes (sinapsis que se
generan a partir de la
primera semana postnatal
en el raton (Sotelo, 2004));
de hecho, el cultivo de
células de Purkinje requiere
la presencia de células
granulares para la adecuada
formacion de su
caracteristico arbol
dendritico (Wang y Zoghbi,
2001). Ademas, las
dendritas de  Purkinje
muestran alteraciones
cuando se han desarrollado
en ausencia de células
granulares (que aportan un
90% del total de sus
contactos sinapticos), como
es el caso de los ratones
mutantes weaver o reeler, o
el de los ratones irradiados
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con rayos X durante la etapa postnatal (Sotelo, 2004). La actividad sinaptica a través de las fibras
paralelas es necesaria para que se produzca la regresion de las fibras trepadoras sobrantes: cuando se
desarrollan en ausencia de células granulares, las células de Purkinje mantienen la inervacion multiple
de fibras trepadoras (Sotelo, 2004). Concretamente, los receptores glutamatérgicos mGluR1 y GluRs2
expresados por las células de Purkinje estan implicados en la activacion de las sinapsis establecidas por
las fibras paralelas y, de forma indirecta, en la eliminacion de las fibras trepadoras sobrantes (Sotelo,
2004). El gen Wnt3, cuya funcion en axogénesis y dendritogénesis es conocida, se expresa en las células
de Purkinje y su expresion es modulada por las células granulares (Wang y Zoghbi, 2001). Sin embargo,
la expresion en células de Purkinje de determinados genes durante el periodo de desarrollo dendritico
(por ejemplo, el gen Kv3.3b, que codifica un canal de potasio) es controlada por las propias células de
Purkinje, independientemente de las células granulares (Hatten y Heintz, 1995).

2.5. Desarrollo de las células granulares

2.5.1.  Neurogénesis y migracion

Las células granulares se originan en el labio rombico rostral, donde, al igual que el resto de
precursores del labio rombico, empiezan a expresar Mathl. A partir de E12.5 en raton los precursores
granulares salen del ciclo celular y se incorporan a la corriente migratoria rostral, la misma que en su
viaje inicial habia generado la NTZ con la aportacion de precursores de los nticleos profundos (Wingate,
2005). Mediante dicha corriente los precursores de las células granulares colonizan progresivamente
toda la superficie dorsal del primordio cerebelar y forman la EGL en dos oleadas secuenciales: la
primera, generada alrededor de E12.5, ocupa el cerebelo anterior y la segunda, generada entre E15.5 y
E16.5, ocupa el cerebelo posterior (Machold y Fishell, 2005).

El raton deficiente en Mathl tiene como principal alteracion fenotipica la ausencia de EGL
durante el desarrollo, lo que comporta la falta total de células granulares en el cerebelo adulto; en un
principio se concluydé que Mathl era necesario para la generacion y diferenciacion temprana de las
células de la EGL (Wang y Zoghbi, 2001), aunque datos experimentales recientes apuntan a que otros
tipos celulares también requieren Mathl, entre ellos parte de los ntcleos profundos y todos los nucleos
precerebelares (Wang et al., 2005). Mathl se expresa en los precursores granulares de la EGL hasta la
segunda semana postnatal (Machold y Fishell, 2005).

Desde que abandonan el labio réombico, los precursores de las células granulares empiezan a
expresar otros factores de transcripcion aparte de Mathl (como por ejemplo RU49/Ziprol, Zicl y Zic3),
y durante el periodo de emigracion expresan Nestina, un tipo de filamento intermedio especifico de
precursores neuronales (Wang y Zoghbi, 2001).

2.5.2. Formacién de la EGL

Desde edades embrionarias tardias (E17 en raton (Miyata et al., 1996)) y durante las dos
primeras semanas postnatales, los precursores de las células granulares contintian proliferando en la
parte de la EGL mas externa (EGL proliferativa) (Sotelo, 2004). Distintos genes participan en el proceso
de division celular, entre ellos: RU49/Ziprol, Zicl, GC34, CyclinD2. (Wang y Zoghbi, 2001). También
hay que mencionar la interaccion local entre células en la EGL como fendomeno estimulador de la
proliferacion y como inductor del avance en el programa de diferenciacion de las células granulares
(Hatten y Heintz, 1995; Schilling, 2000).

La presencia de las células de Purkinje resulta imprescindible para la proliferacion celular que se
produce en la EGL externa, ya que su ablacion especifica in vivo provoca en regiones contiguas la
reduccion e incluso la total eliminacion de células granulares (Sotelo, 2004). Shh parece ser el factor
secretado por las células de Purkinje que regula la proliferacion de los precursores granulares adyacentes
(Sotelo, 2004; Wang y Zoghbi, 2001).

Una vez han salido del ciclo celular, los precursores de las células granulares ocupan la mitad
interna de la EGL (EGL premigratoria) donde se desplazan considerables distancias tangencialmente,
siguiendo el eje transversal (Sotelo, 2004). El transito del estado proliferativo al postmitotico requiere la
accion de diversos productos génicos:

- la mutacion del gen Girk2 (que codifica un canal de potasio presente en la membrana plasmatica)
es responsable del fenotipo del ratdn mutante weaver, en el que, tras una etapa de proliferacion en la
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EGL normal, las células granulares postmitoticas mueren prematuramente debido a un proceso de
diferenciacion defectuosa (Mjaatvedt et al., 1995). Los canales de potasio Girk2 generan corrientes
rectificantes que compensan la despolarizacion producida por los receptores NMDA activados justo
antes de la migracion hacia la IGL; cuando dichos canales no son funcionales, la despolarizaciéon no es
corregida y eso provoca la muerte de los precursores postmitéticos. Sin embargo, la alteracion en el gen
Girk2 no actia con autonomia celular en el raton weaver, por lo que se ha propuesto que los defectos
sean secundarios a anomalias en una posible interaccion entre células granulares y/o sus precursores, y
determinados elementos de la matriz extracelular, o bien a alteraciones en la glia de Bergmann
(Schilling, 2000).

- Inhibidores del ciclo celular como p27/Kip1 parecen ser necesarios en la transicion del estado de
proliferacion al de diferenciacion (Wang y Zoghbi, 2001).

- SDF1 y su receptor CXCR4 impiden la prematura migracion de los precursores granulares,
previa a la detencion del ciclo celular (Schilling, 2000).

- Vitronectina, una glucoproteina de matriz extracelular presente exclusivamente en la EGL
proliferativa, actiia sobre los precursores proliferantes activando en ellos el programa de diferenciacion,
y antagonizando asi la sefializacion de Shh (Sotelo, 2004).

- Los precursores postmitoticos que componen la EGL premigratoria ya no expresan Mathl, pero
expresan otros dos factores de transcripcion similares, pertenecientes a la familia bHLH: NeuroD1 (que
resulta determinante para la supervivencia celular) y Nscll (que acttia como regulador del ciclo celular)
(Wang y Zoghbi, 2001).

- Factores troficos como BDNF o IGF1 parecen ser moduladores de la apoptosis en los
precursores granulares (Wang y Zoghbi, 2001).

La EGL, que continua proliferando hasta P15, desaparece a partir de esa edad debido a la
migracion de los precursores hacia la IGL. El largo periodo de expansion clonal de los precursores en la
EGL, desde E10 hasta P15, produce una gran poblacion de células granulares en la IGL, que en la
corteza cerebelar adulta sobrepasa en numero a las células de Purkinje en aproximadamente 250 a 1
(Hatten y Heintz, 1995; Sotelo, 2004).

2.5.3.  Migracién radial: formacion de la IGL

Las células granulares ya postmitoticas inician la migracion hacia capas profundas de la corteza
cerebelar para formar la IGL, y lo hacen siguiendo el eje radial mediante fibras gliales (migracion
gliofilica). Desde su posicion en la EGL premigratoria, las células granulares emiten dos axones,
dispuestos formando un angulo de 180° que se extienden en sentido contrario uno del otro y de forma
paralela a la superficie pial: son las futuras fibras paralelas. A partir de entonces, aparece otra neurita
que desciende en angulo recto respecto a los dos axones, y que dirige al soma hacia el interior de la
corteza cerebelar siguiendo las fibras de la glia de Bergmann, atravesando la capa molecular incipiente y
situandose por debajo de las células de Purkinje para formar la IGL (figura 38) (Hatten y Heintz, 1995).

En esta etapa de migracion radial, las células granulares empiezan a expresar nuevos genes,
como Tagl, una proteina de adhesion neuronal perteneciente a la superfamilia de Ig, o TUJ1, un
antigeno correspondiente a la tubulina IIIB expresado tnicamente en neuronas. Alteraciones en el gen
Pax6 (de la familia de proteinas Paired) da lugar a una EGL premigratoria desorganizada; y formas
dominantes negativas de Unc51.1 y Unc51.2 inhiben la formacion de neuritas en las células granulares,
fenomeno inicial e imprescindible en el proceso de migracion (Wang y Zoghbi, 2001).

Las células granulares descienden mediante las fibras de la glia de Bergmann, y lo hacen
interaccionando directamente mediante estructuras especializadas llamadas uniones intersticiales,
engrosamientos del espacio intercelular rellenos de material filamentoso que conecta el citoesqueleto de
neurona y célula glial (Hatten, 1999). Varias proteinas participan en la interaccion entre células
granulares y fibras de Bergmann, y la alteracion de su funcion compromete la correcta migracion de las
células granulares (Wang y Zoghbi, 2001):

- Astrotactina, una proteina transmembrana con varias repeticiones EGF y Fibronectina, se situa
en la superficie de las células granulares, y une un receptor ain no identificado en la membrana de las
fibras gliales (Adams et al., 2002).
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- Neuregulina (también llamada GGF), con varias repeticiones EGF y un dominio Ig, es
expresada por las células granulares y une ErbB4, un receptor tirosina-quinasa presente en la membrana
de la glia de Bergmann (Rio et al., 1997).

- Trombospondina y Tenascina, dos proteinas de matriz extracelular, estan implicadas en la
migracion de las células granulares, asi como en la extension de sus neuritas (Husmann et al., 1992;
O'Shea et al., 1990).

- El bloqueo de receptores NMDA y de un canales de Ca+2 tipo N disminuye la tasa de migracion
granular (Sotelo, 2004).

2.5.4. Maduracidn de las células granulares

O precursor célula granular [/ /' < células estrelladas IrL"'/ //1
gl célula granular I,::r & precursor interneuronas b célula en cesto
célula de Purkinje \5 célula de Golgi )

=

Figura 38. Desarrollo postnatal de la corteza cerebelar: las dos zonas germinativas secundarias.

Durante las dos primeras semanas postnatales en el raton, dos zonas germinativas se mantienen activas en la corteza cerebelar: en
la capa granular externa (EGL) los precursores granulares proliferan en su region mas externa, y posteriormente migran radialmente hacia el
interior de la corteza cerebelar para formar la capa granular (CG). Al mismo tiempo, células con capacidad mitética situadas en la sustancia
blanca (SB) generan interneuronas inhibidoras (células estrelladas, células en cesto y células de Golgi) y cé€lulas gliales, que migran en
direccion contraria a la de las células granulares, o sea, en direccion pial, para ocupar su lugar a lo ancho de la corteza cerebelar. CG: capa
granular. CM: capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. EGL: capa granular externa. SB: sustancia blanca.

En la ultima etapa en la diferenciacion de las células granulares, que tiene lugar en la IGL,
influyen los dos tipos de conexiones sinapticas que dichas células generan durante este periodo: las
sinapsis de sus axones, las fibras paralelas, con las dendritas de las células de Purkinje en la capa
molecular, y los contactos de sus dendritas con sus aferencias, las fibras musgosas. Estas llegan a la
corteza del cerebelo al tiempo que las células granulares comienzan su migracion desde la EGL
premigratoria, y reciben una sefial de detencion por parte de las células granulares en la IGL (Hatten y
Heintz, 1995). En P15 en raton, las fibras musgosas han empezado a desarrollar los terminales que
contactan con las dendritas de las células granulares en la IGL, formando las estructuras sinapticas
especializadas conocidas como glomérulos (ver mas arriba). Se cree que astrocitos velados también
forman parte de los glomérulos, envolviendo a la célula granular y al terminal axénico de la fibra
musgosa una vez se ha establecido la sinapsis entre ellos (Hatten y Heintz, 1995). Diversos estudios
sefialan la participacion de muchos genes en esta etapa terminal del desarrollo de las células granulares,
y entre ellos destacan tres (Hatten y Heintz, 1995; Wang y Zoghbi, 2001):

- la subunidad a6 del receptor GABA A, que representa un marcador de madurez en las células
granulares y que Unicamente se expresa en la IGL;

- la proteina de adhesion neuronal F3/contactina, que al igual que TAGI pertenece a la
superfamilia Ig, y cuya supresion génica produce en el raton un fenotipo ataxico severo y alteraciones en
la posicion de los axones de las células granulares, asi como defectos dendriticos tanto en las células
granulares como en las células de Golgi;
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- Wnt7a, que es expresado por las células granulares y actiia como un factor sinaptogénico en los
terminales de las fibras musgosas que forman los glomérulos de la IGL.

2.6. Desarrollo de las interneuronas

2.6.1. Neurogénesis: la sustancia blanca

Durante el desarrollo postnatal de la corteza, y a medida que las células de Purkinje se alinean
en una Unica capa y la EGL disminuye de grosor (debido a la migracion de las células granulares hacia
el interior), aparece entre ambas la capa molecular, que es paulatinamente ocupada por las fibras
paralelas de las células granulares en migracion, por las dendritas de las células de Purkinje y sus
aferencias, las fibras trepadoras, y por dos tipos de interneuronas inhibidoras: las células estrelladas y en
cesto. Junto con las células de Golgi (y probablemente también con el resto de interneuronas
GABA¢érgicas de la IGL), al menos una parte de ellas tienen su origen en una poblacion de precursores
situados en la sustancia blanca, que durante la etapa postnatal contintian proliferando tanto en la misma
sustancia blanca como durante su trayecto a través de la corteza cerebelar hasta sus destinos en la IGL y
la capa molecular. La sustancia blanca es, pues, otra zona germinal secundaria (analoga a la EGL) que
aporta a la corteza del cerebelo no sélo interneuronas, sino también astroglia y oligodendroglia (figura
38) (Schilling, 2000; Sotelo, 2004; Zhang and Goldman, 1996a; Zhang and Goldman, 1996b).

2.6.2. Migracién y maduracion

Se asume que interneuronas y sus precursores en la sustancia blanca postnatal se originan
durante el periodo embrionario en la zona ventricular del cerebelo, junto con las células de Purkinje;
desde alli, los precursores migran en dos etapas: durante la etapa embrionaria, hasta la incipiente
sustancia blanca, y en las primeras semanas postnatales, hasta las capas molecular y granular. Se sugiere
que las interneuronas de la capa molecular sigan un patrén de migracion “dentro-fuera” igual que los
neuroblastos en la neocorteza, es decir, colonizan lugares cada vez mas superficiales en la capa
molecular. De hecho, las células en cesto, que ocupan la mitad profunda de la capa molecular adulta, se
generan antes que las células estrelladas, que se situan en la mitad superficial (en rata, P6-7 y P8-11,
respectivamente) (Yamanaka et al., 2004; Zhang y b, 1996).

Varios estudios apuntan a que las interneuronas pueden usar tres sustratos distintos durante su
migracidn a través de la corteza cerebelar:

- los axones mielinizados, ya que la ablacion selectiva de oligodendrocitos durante la primera
semana postnatal produce una disminucion en el nimero de células estrelladas y en cesto (Mathis et al.,
2003).

- Las fibras de glia de Bergmann son candidatas a sustentar la migracion de las interneuronas, ya
que éstas siguen una migracion radial igual que las células granulares (aunque en sentido contrario), y
teniendo en cuenta que la ablacion selectiva de astrocitos durante el desarrollo postnatal altera la
formacion normal de la capa molecular (Delaney et al., 1996). En cultivos cerebelares se han observado
interneuronas que migran siguiendo fibras astrogliales (Magyar-Lehmann et al., 1995; Schilling, 2000).
- Las fibras paralelas también podrian ser un sustrato permisivo para la migracion, ya que se ha
observado en las interneuronas una dispersion significativa en el plano sagital, el mismo plano en el que
se elongan las fibras paralelas (Zhang y Goldman, 1996b) y en cultivos disociados de cerebelo, las
interneuronas pueden migrar mediante axones de células granulares (Magyar-Lehmann et al., 1995;
Schilling, 2000).

Parece ser que las células granulares ejercen una influencia quimioatractiva sobre las
interneuronas en migracion: en el mutante weaver, hay interneuronas ectdpicas mezcladas entre los
precursores granulares; cuando la migracién de las células granulares hacia la IGL es alterada
experimentalmente, obligdndolas a diferenciarse dentro de la EGL, también se observan interneuronas
entre las células granulares maduras y ectopicas; por ultimo, en el ratdbn mutante mea (donde los
precursores granulares en migracion tangencial desde el labio rombico no colonizan el cerebelo anterior)
las interneuronas tampoco migran correctamente en esa zona (Schilling, 2000).

In vitro, la supervivencia y maduracion de las interneuronas de la capa molecular (que expresan
Parvalbumina) depende de actividad sinaptica. Ademéas, BDNF tiene un efecto negativo sobre estas
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células, ya que su adicion al cultivo produce una disminucion en el numero de células positivas para
parvalbumina (Koscheck et al., 2003).

Se ha descrito cierto grado de muerte neuronal en la poblacion de interneuronas de la capa
molecular; durante las dos primeras semanas postnatales, aproximadamente un 6% de dichas
interneuronas entra en apoptosis (Yamanaka et al., 2004).

Pax2 como marcador de interneuronas cerebelares. Pax2, un miembro de la familia de factores
de transcripcion con un dominio Paired de union a DNA, es considerado un marcador tanto de
interneuronas inhibidoras durante todo el desarrollo del cerebelo, como de sus precursores en la
sustancia blanca durante la etapa postnatal. Se expresa a partir de E13 en el primordio cerebelar en un
conjunto de células situadas fuera de la zona ventricular, que corresponden a interneuronas en los
nucleos profundos, células de Golgi en la IGL, e interneuronas de la capa molecular (células estrelladas
y en cesto). La expresion de Pax2? declina a partir de P15, coincidiendo con la ultima etapa de
diferenciacion de las interneuronas inhibidoras de la corteza: el establecimiento de sinapsis (Maricich y
Herrup, 1999).

2.7. Desarrollo de la glia de Bergmann

2.7.1. Etapa embrionaria: glia radial

En E13 en raton, los astrocitos estan restringidos a la zona ventricular del cerebelo, y tanto la
densa capa de células de Purkinje como la incipiente EGL carecen de células astrociticas a esa edad. A
partir de E14 empiezan a abandonar la zona ventricular, y aparecen mezclados con las células de
Purkinje; en ese momento del desarrollo, practicamente todos los astrocitos presentan una morfologia
tipica de glia radial: el soma se ubica dentro de la zona ventricular o adyacente a ella, las fibras se
extienden radialmente por el primordio cerebelar hasta la superficie pial y expresan marcadores tipicos
de glia embrionaria, como Glast (transportador de glutamato) y Tenascina (una molécula de matriz
extracelular con propiedades de adhesidon neurona-glia) (Yamada y Watanabe, 2002). Existen datos
obtenidos en immunohistoquimica y microscopia electronica que demuestran que en la etapa
embrionaria las células de Purkinje se encuentran yuxtapuestas a las fibras de la glia radial, y que
estructuras especializadas se desarrollan en los puntos de union entre ambos tipos celulares (Yuasa et al.,
1996).

A partir de E15, las células de glia radial (que fuera de la zona ventricular todavia conservan
actividad mitotica) se dividen rapidamente al mismo tiempo que migran en direccion a la capa de células
de Purkinje, por lo que durante esta etapa su numero aumenta considerablemente, distribuyéndose por
todo el primordio cerebelar pero siempre por detras del frente de migracion de las células de Purkinje.
Por lo tanto, la migracion glial parece estar, al menos en parte, correlacionada con el avance de las
células de Purkinje (Yamada y Watanabe, 2002).

2.7.2. Etapa postnatal: glia de Bergmann

Durante la primera semana postnatal, y a medida que las células de Purkinje se alinean para
formar una monocapa, las células gliales se condensan para formar algo parecido a una capa
pseudoestratificada alineada con la capa de Purkinje. Durante este periodo, las células de la glia de
Bergmann empiezan a adquirir caracteristicas propias, que las diferencian del resto de células
astrociticas: mientras éstas disminuyen la expresion de determinados antigenos (como, por ejemplo,
Glast o Vimentina) para iniciar la sintesis de moléculas tipicas astrogliales (por ejemplo, GFAP) , la glia
de Bergmann adulta conserva la immunogenicidad propia de la glia radial embrionaria (es positiva para
Glast y Vimentina) y a la vez expresa marcadores de astrocitos maduros (como GFAP) (Yamada y
Watanabe, 2002).

A partir de la segunda semana postnatal, la glia de Bergmann sufre cambios citoarquitectonicos:
desde el tallo principal de las fibras immunopositivas para GFAP empiezan a aparecer expansiones
laterales o excrecencias que concentran el antigeno Glast. A lo largo de las siguientes dos semanas de
desarrollo postnatal, la glia de Bergmann paulatinamente reemplaza las fibras gliales en forma de
empalizada radial por una formacion reticular que envuelve las dendritas en desarrollo de las células de
Purkinje (Yamada y Watanabe, 2002).
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Durante este periodo las células granulares, que atraviesan la capa molecular en su viaje hacia el
interior de la corteza, aparecen por microscopia electronica estrechamente adyacentes a las fibras de
Bergmann, lo que sugiere que existen moléculas especificas presentes en las membranas gliales que
permiten el contacto con las células granulares. En ese sentido, se ha demostrado que la expresion por
parte de la glia de Bergmann de un conjunto de genes, como por ejemplo Nestina, BLBP, o los antigenos
Rcl, Rc2 y D4, es necesaria para permitir la migracion neuronal (Sotelo, 2004) . Neuregulina y su
receptor ErbB4 parecen estar implicados en la induccion de glia radial por parte de las células granulares
(Rio et al., 1997). La expresion de este conjunto de genes es transitoria, y desaparece cuando la
migracion de las células granulares finaliza (Sotelo, 2004).

También durante esta etapa se registra actividad mitotica por parte de la glia de Bergmann, y
muy probablemente dicha actividad se ubica en la sustancia blanca, cuyos precursores también dan lugar
a interneuronas y oligodendroglia, asi como a otros tipos de astroglia (Zhang and Goldman, 1996a;
Zhang and Goldman, 1996b). El aumento de la tasa de proliferacion de la glia de Bergmann
posiblemente tenga el objetivo de suplir de infraestructura glial y nutrientes a una corteza cerebelar que
se ha expandido considerablemente, debido al aumento de la capa molecular y de la capa granular
interna (Yamada y Watanabe, 2002).

2.7.3. Glia de Bergmann adulta

A partir de la tercera semana postnatal, la glia de Bergmann ya ha alcanzado su total madurez: la
actividad mitotica desaparece, sus fibras envuelven la porcion ascendente de los axones de las células
granulares, y las excrecencias que envuelven las dendritas de las células de Purkinje han evolucionado
para formar los llamados microdominios de Bergmann. Estos se componen de estructuras en forma de
calabaza conectada al tallo principal de la fibra glial; cada una de ellas envuelve pequefios grupos de
sinapsis entre terminales de fibras paralelas y dendritas de Purkinje, y constituye un compartimiento que
permite mantener el elevado nivel local de calcio que provoca la estimulacion por parte de las fibras
paralelas, aumentando asi la eficiencia del contacto sinaptico. La glia de Bergmann madura se la
considera un satélite de la célula de Purkinje; sin embargo, aun en la edad adulta sigue manteniendo una
gran plasticidad que le permite ajustar su fenotipo bajo la influencia de las células de Purkinje (Yamada
y Watanabe, 2002). Por ejemplo, el transplante de células de Purkinje embrionarias en ratones adultos
induce en la glia de Bergmann un fenotipo embrionario, identificado por la expresion de Nestina
(marcador de glia immadura), lo que permite a las células de Purkinje transplantadas migrar a través de
la capa molecular huésped; una vez las células de Purkinje detienen la migracion, la glia de Bergmann
recupera su fenotipo maduro inicial (negativa para Nestina) (Sotelo, 2004).

2.3. Factores guia en la formacion del cerebelo

2.3.1. Netrinal

Netrinal y sus receptores Dcc y Unc5h3 estan directamente implicados en la formacion del
sistema cerebelar; asi, en el raton mutante nulo para Netrinal, las neuronas de los nucleos pontinos no se
generan, el numero de neuronas en la oliva inferior se encuentra enormemente disminuido, y la
proyeccion olivocerebelar es anémala (Serafini et al., 1996; Sotelo, 2004). El raton deficiente en Dcc
muestra defectos similares aunque menos severos (Fazeli et al., 1997; Sotelo, 2004). En el ensayo de
matriz de coladgeno, explantes de labio rombico inferior que contienen células de los cuatro tipos de
nucleos precerebelares (oliva inferior, nucleo reticulado lateral o LRN, nucleo cuneado externo o ECN,
y nucleos pontinos) muestran una clara quimioatraccion, tanto axonal como de sus somas, hacia
agregados de células que secretan Netrinal (Alcantara et al., 2000; Bloch-Gallego et al., 2005). Por lo
tanto, Netrinal parece ser in vivo el factor quimiotactico que atrae a somas y axones de los nucleos
precerebelares hacia la linea media, posiblemente a través de Dcc (Bloch-Gallego et al., 2005).

A edades postnatales, Netrinal repele a los axones y los somas de las células granulares en el
ensayo de matriz de colageno. Netrinal es expresado por las células de la EGL durante el desarrollo
postnatal (Alcantara et al., 2000), y es posible que funcione empujando a las células granulares fuera de
la EGL, para iniciar su migracion hacia el interior de la corteza cerebelar. Dicha hipotesis es reforzada
por la expresion de los receptores de Netrinal Dcc, Unc5h2 y Unc5h3 en la EGL durante el periodo
postnatal (Alcantara et al., 2000).
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Diversos estudios implican a Netrinal y su receptor Unc5h3 en la creacion de fronteras en el
primordio cerebelar. Unc5h3 es expresado por las células granulares (tanto en el labio rombico como
mas tarde en la EGL y la IGL) y por las células de Purkinje embrionarias y postnatales, y la expresion de
Netrinal es complementaria a la de Unc5h3: en las regiones rostral, ventral y medial respecto al
primordio cerebelar (donde se expresa Unc5h3) (Przyborski et al., 1998). Existen dos lineas de animales
con mutaciones que afectan al gen Unc5h3: el ratdon rcm, la rata cvd y la rata hobble (que significa
“cojear”). Las mutaciones en Unc5h3 se caracterizan por la presencia de tejido cerebelar ectopico en
regiones anteriores y ventrales respecto al cerebelo, que corresponden a los coliculos y la region pontina
respectivamente (Kuramoto et al., 2004; Przyborski et al., 1998). La causa directa de las ectopias es la
anomala migracion de los precursores granulares, que secundariamente provoca el posicionamiento
ectopico de las células de Purkinje (Goldowitz et al., 2000). Por lo tanto, las células granulares serian
pioneras en establecer, durante la colonizacion de la EGL, los limites del cerebelo en formacion
(Goldowitz et al., 2000). Netrinal crearia entonces territorios restringidos para las células granulares en
migracion, que responderian al factor guia a través del receptor Unc5h3 (Przyborski et al., 1998).

Pero el papel de Netrinal en la delimitacion del cerebelo ha sido cuestionado: en el raton
deficiente en Netrinal no aparecen semejantes ectopias (Serafini et al., 1996), y en experimentos usando
matrices de colageno, agregados de células que expresan Netrinal no producen ningun efecto
quimiotactico en explantes de labio rdmbico que contienen precursores granulares (Sotelo, 2004).

2.3.2. Semaforinas

Se detecta la expresion de Sema3A en el primordio cerebelar a etapas embrionarias tempranas, y
durante el desarrollo postnatal la expresion de Sema3A se localiza en células de Purkinje y de los
nucleos profundos, distribuyéndose inicialmente en bandas sagitales para mas adelante mostrar un
patron homogéneo; las células de Purkinje adultas retienen la expresion de Sema3A4 (Giger et al., 1996;
Rabacchi et al., 1999). In vitro, Sema3A induce el colapso y la retraccion neuritica de gran parte de
axones postnatales de los nucleos pontinos basilares, donde se originan la mayoria de las aferencias
musgosas al cerebelo en mamiferos, y que expresan Np/ (Kawakami et al., 1996; Rabacchi et al., 1999);
Sema3A no afecta, en cambio, a fibras de la oliva inferior embrionarias (Rabacchi et al., 1999).
Teniendo en cuenta la heterogeneidad de la respuesta repulsiva de las fibras pontinas ante Sema3A, la
expresion postnatal temprana de Sema3A4 en forma de bandas parasagitales permitiria establecer el inicio
del patron de inervacion de las fibras musgosas, en funcion de su sensibilidad a Sema3A, en
compartimientos sagitales tal y como se observa en el cerebelo adulto (Herrup y Kuemerle, 1997;
Nieuwenhuys et al., 1998). Por otra parte, la expresion de Sema3A4 homogénea en células de Purkinje
puede determinar la especificidad de inervacion de las aferencias a la corteza cerebelar, ya que las fibras
de la oliva inferior, que terminan en células de Purkinje, no responden a Sema3A, mientras que las fibras
musgosas, que contactan con células granulares, sufren colapso ante Sema3A (Rabacchi et al., 1999).

Sema6A, una semaforina transmembrana de tipo I, se sintetiza inicamente en células granulares
postmitoticas situadas en la region profunda de la EGL, y el raton deficiente en Sema6A4 muestra
anomalias en el proceso migratorio de las células granulares, con un 10% de reduccion de la IGL y
numerosas células granulares maduras (expresan marcadores exclusivos de IGL) dispersas por la capa
molecular, a menudo formando grupos cerca de la superficie pial. Se ha propuesto que Sema6A actua
como un factor repelente de contacto que genera la interaccion entre células granulares, estimulandolas a
iniciar la migracion en direccion a la IGL (Kerjan et al., 2005).

2.3.3. Slits

Los nucleos precerebelares, originados en el labio rombico, migran hasta la placa del suelo en la
linea media del encéfalo siguiendo rutas especificas. Una vez alli, la mayoria de células pertenecientes al
nucleo de la oliva inferior y a los nticleos pontinos se detienen cerca de la linea media sin atravesarla, y
son sus axones los que cruzan la placa del suelo para inervar el cerebelo contralateral; las células de los
nucleos reticular lateral (LRN)y cuneato externo (ECN), en cambio, si cruzan la placa del suelo,
mientras que sus axones invaden el cerebelo ipsilateral (Bloch-Gallego et al., 2005). Unicamente las
células de la oliva inferior expresan Robo2, e in vitro, explantes de labio rombico que contienen células
destinadas a la oliva inferior muestran una ligera repulsion ante Slit, mientras que ante Netrinal
responden con extensivo crecimiento axonal y migracion nuclear; sin embargo, cuando ambos factores
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son combinados, Slit antagoniza el efecto estimulador de Netrinal. Por lo tanto, y teniendo en cuenta
que Netrinal y Slit se expresan in vivo en la placa del suelo, Slit podria contrarrestar el efecto atractivo
de Netrinal tnicamente en células de la oliva inferior, que expresan Robo2, y no en células LRN y ECN,
que atravesarian la linea media gracias en parte al efecto atractivo de Netrinal sobre ellas (Bloch-
Gallego et al., 2005).

Rigl1/Robo3, un receptor que, a diferencia del resto de proteinas Robo, actiia bloqueando la
sefial repulsiva de su ligando Slit (Sabatier et al., 2004), se detecta por immunohistoquimica en los
axones y procesos de las células precerebelares en migracion antes de atravesar la linea media (donde se
expresa Slit), pero poco después de atravesarla su nivel disminuye, y en el raton deficiente en Rigl,
axones y células precerebelares no cruzan la placa del suelo. Por lo tanto, parece que Rigl reprime en las
células precerebelares la sefial negativa de Slit presente en la linea media, permitiendo a sus somas (en el
caso de los nicleos LRN y ECN) o a sus axones (en el caso de los nucleos pontinos y de la oliva inferior)
acercarse hasta la placa del suelo atraidas por factores quimiotacticos de largo alcance, como Netrinal.
Una vez cruzada la linea media, la disminucion en el nivel de expresion de Rigl devolveria a las células
precerebelares la sensibilidad hacia la accion repulsiva de Slit, lo que impediria a sus somas o axones
volver a cruzar la linea media (Marillat et al., 2004).

2.3.4. Efrinas

Durante el desarrollo postnatal del cerebelo, las células granulares migran desde la EGL
formando filas o cintas de somas, llamadas raphes. Varios miembros de la familia Eph de receptores con
actividad tirosina-quinasa y de sus ligandos, las Efrinas, se expresan en bandas parasagitales o en
distintos dominios rostro-caudales en el cerebelo, mostrando cierta complementariedad entre parejas de
receptor-ligando. Se ha propuesto que la accion posiblemente redundante de distintas parejas efrinas-eph
pueda contribuir a la formacion y mantenimiento de los compartimientos parasagitales y rostro-caudales
del cerebelo (Blanco et al., 2002; Karam et al., 2000; Karam et al., 2002), y al mismo tiempo, influir en
la migracion de las células granulares de dos modos: en la migraciéon tangencial dentro de la zona
premigratoria de la EGL, y en la migracion radial hacia la IGL en forma de filas o cintas de células
granulares que respetan los limites de las bandas parasagitales establecidas por la expresion de distintas
Efrinas-Eph (Blanco et al., 2002; Karam et al., 2000).

A etapas postnatales tempranas, coincidiendo con el periodo de crecimiento axonal y dendritico,
las células granulares expresan EfrinaBl y su receptor EphB. In vitro, EfrinaB1 estimula la
supervivencia de células granulares y su crecimiento neuritico a través de EphB, y produce un aumento
en la expresion de determinados marcadores somatodendriticos. Por lo tanto, EfrinaB1 y su receptor
EphB podrian favorecer in vivo la dendritogénesis en células granulares durante el desarrollo cerebelar
(Moreno-Flores et al., 2002).

2.3.5. Reelina

Durante el desarrollo del cerebelo, Reelina se expresa en dos tipos celulares distintos: las
neuronas de los nucleos profundos y las células granulares (Miyata et al., 1996). Se ha propuesto que la
presencia de Reelina tanto en la NTZ (constituida por neuronas de los nicleos profundos) como en la
EGL actie de frontera para las células de Purkinje en migracion durante edades embrionarias,
obligandolas a detenerse, asi como de marco de referencia para su correcta alineacion durante la etapa
postnatal (Jensen et al., 2002; Miyata et al., 1996). A favor de esta hipotesis, la aplicacion del anticuerpo
anti-Reelina CR-50 a rebanadas de cerebelo produce en ellos un fenotipo reeler, que puede ser revertido
cultivandolas con células granulares salvajes (Miyata et al., 1997). Aun asi, el papel de Reelina durante
el desarrollo tanto de la corteza cerebral como del cerebelo ha sido cuestionado por el trabajo de
Magdaleno y colaboradores (Magdaleno et al., 2002), en el que crearon un raton reeler transgénico con
el gen de Reelina bajo el control del promotor de Nestina (ne-reelin); en dicho animal, Reelina se
expresaba adicionalmente en la zona ventricular del cerebro anterior, del mesencéfalo y del cerebelo. El
raton reeler muestra una severa ataxia asociada a alteraciones en la laminacion de la corteza cerebral y
cerebelar; el cerebelo reeler es hipoplasico, y las células de Purkinje se mantienen masificadas en
regiones profundas, por lo que no pueden situarse cerca de la EGL para estimular la proliferacion de sus
precursores, no se forma la IGL y no se produce el proceso de foliacion (Magdaleno et al., 2002). En el
cerebelo del ratdén reeler transgénico me-reelin se conseguia restablecer parcialmente la estructura
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histologica salvaje, y la severa ataxia tipica del raton reeler habia menguado. Se concluyd que, aunque
los resultados demostraban que Reelina era necesaria para la correcta laminacion del cerebelo, no se
puede afirmar que act@ia ni como una molécula quimioatractiva, ni como una sefial de detencion;
posiblemente, la accion de Reelina sea indirecta, en cooperacion con otros factores presentes en su
entorno (Magdaleno et al., 2002).

De hecho, Reelina podria interaccionar con otras moléculas secretadas por las células granulares,
ya que, segun varias evidencias experimentales, estas intervienen en la migraciéon y correcto
alineamiento de las células de Purkinje. Asi, Dabl, que codifica una proteina intracelular con
caracteristicas de adaptadora que forma parte de la via de sefializacion desencadenada por Reelina, se
expresa en cerebelo Unicamente en las células de Purkinje; en el raton mutante nulo para Dabl, se
observa que en aquellos lugares donde las células de Purkinje se sitian al lado de la EGL, se forma una
capa alineada aunque escasa (Gallagher et al., 1998). Ademas, se ha demostrado que las ectopias
cerebelares en la region colicular y pontina observadas en los ratones mutantes math1 y rcm son debidas
a la andomala migracion tangencial de los precursores granulares, que “arrastran” a las células de
Purkinje con ellos (Goldowitz et al., 2000; Jensen et al., 2002). También debe tenerse en cuenta que, en
el raton reeler transgénico ne-reelin mencionado mas arriba, aunque la expresion de Reelina afecte de
forma masiva a todos los tipos neuronales del cerebelo, muchas células de Purkinje aparecen alineadas
bajo la EGL (Magdaleno et al., 2002)



