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RESUMEN 
 

Mucho tiempo se pensó que la neurogénesis, proceso por el cual se generan nuevas 

neuronas a partir de sus progenitores, sucedía sólo durante el desarrollo embrionario, 

actualmente conocemos dos nichos donde este fenómeno se mantiene en mamíferos 

adultos: la zona sub ventricular (ZSV) y la zona sub granular del giro dentado del hipocampo 

(ZSG).  

En la ZSV, se ha identificado un número importante de moléculas que podrían estar 

participando en la regulación del fenómeno de neurogénesis, entre ellas, destaca por su 

abundancia, la fosfatasa de fosfolípidos 3 (PLPP3).  

Se sabe que la PLPP3 es miembro de la familia de las fosfatasas de fosfolípidos (PLPPs), 

y se conoce su rol importante en procesos de desarrollo del sistema nervioso central ya es 

responsables de regular los niveles de lípidos como S1P y LPA que activan vías de 

señalización, a través de la unión receptores acoplados a proteínas G. La S1P ha sido bien 

descrita como regulador de vías de señalización que promueven diferenciación, 

proliferación y supervivencia de las células.  

Se ha encontrado la presencia importante del receptor 1 de S1P (S1PR1) y de PLPP3, en 

la zona sub ventricular del cerebro de ratón adulto, por lo que en este proyecto nos dimos 

a la tarea de investigar si la presencia de esta fosfatasa estaba participando en la regulación 

de la neurogénesis adulta.  

Se realizó una caracterización  de la expresión de la proteína PLPP3 en el nicho de la zona 

sub ventricular usando la técnica de inmunofluorescencia, para analizar su expresión en los 

elementos celulares del nicho, además de que se hicieron ensayos de administración de 

BrdU+ en ratones control y ratones mutantes carentes de la proteína PLPP3 en el SNC.  

Identificamos que PLPP3 se expresa en CTN del  nicho neurogénico de la ZV-ZSV, así 

como en los astrocitos del parénquima. Y que su expresión de desaparece conforme 

avanza el proceso de diferenciación, estando ausente en TAPs, neuroblastos y células del 

epéndima. También identificamos que la ausencia de la PLPP3 provoca un incremento del 

S1P extracelular, indicado por regulación a la baja del S1P1 en el nicho neurogénico de la 

ZV-ZSV.  

Los ensayos preliminares de los ensayos de administración de BrdU+ arrojaron que la 

carencia de PLPP3 provoca un aparente incremento en el número de neuroblastos 

generados.   
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1 Abreviaturas 

 
ATX   Autotaxina  

BO   Bulbo olftario  

BrdU+ Bromodeoxiuridina 

C1P   Ceramida-1- fosfato  

CMR   Corriente de migración rostral  

CTN   Células troncales neurales  

CTNa   Células troncales neurales activadas  

CTNq    Céluas troncales neurales quiescentes  

DCX   Doublecortina  

EGFR   Receptor del factor de crecimiento 
epidermal  

GCs   Células glomerulares  

GFAP   Proteína acídica fibrilar glial  

GLAST   Transportador de glutamato y aspartato  

GPCRs   Receptores acoplados a proteínas G  

IGF2   Factor de crecimiento parecido a insulina 2  

LCR   Líquido cefalo raquídeo  

LPA   Ácido lisofosfatídico  

LPAR   Receptores para LPA  

NEM  N- etilmaleimida  

PAP   Fosfatasas de fosfolípidos  

PEDF   Factor pigmentario derivado de epitelio  

PGCs   Células periglomerulares  

PLPPs   Fosfatasa de fosfolípidos  

S1P   Esfingosina-1-fosfato  

TAP   Células de amplificación transitoria.  

TH   Tirosina hidroxilasa  

VCAM   Proteína de adhesión celular vascular  

ZSG   Zona subgranular del giro dentado 

ZV-ZSV   Zonaventricular- subventricular 
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2 La neurogénesis adulta 

 

En la década de los sesenta, el dogma que sostenía que todos nacíamos con un número 

finito de neuronas, que se iba reduciendo con el paso de los años, incapaces de 

regenerarse en el cerebro humano, fue puesta en duda Se había creído que la 

neurogénesis, proceso mediante el cual se originan nuevas neuronas, sólo ocurría durante 

el desarrollo embrionario. El responsable de este importante descubrimiento fue el Dr. 

Joseph Altman, quien junto con su grupo de trabajo, reportó que la  neurogénesis se 

mantenía activa en mamíferos de edades postnatales (Altman, 1962). Ahora, más de 50 

años después de este logro científico se sabe con claridad que este fenómeno se mantiene 

activo durante la etapa adulta de algunos mamíferos. Se han descrito dos sitios canónicos 

donde la neurogénesis es persistente en el cerebro de mamíferos adultos; la zona 

ventricular-subventricular de los ventrículos laterales (ZV-ZSV) y la zona subgranular (ZSG) 

del giro dentado del hipocampo. 

 

La neurogénesis adulta parte de unas células llamadas "células troncales neurales" 

(CTN), que deben poseer dos características, 1) tener la capacidad de auto-renovarse y 2) 

ser multipotentes, es decir, que pueden dar lugar a los diferentes linajes neuroectodérmicos 

del sistema nervioso central. Una característica importante de las células troncales neurales 

que residen en los nichos neurogénicos, es que mantienen marcadores específicos de las 

células troncales neurales que se encuentran presentes durante el desarrollo del sistema 

nervioso (Fuentealba et al., 2015; Menn et al., 2006). 

 

3 El nicho neurogénico de la zona ventricular- subventricular (ZV-ZSV): hogar de 

las células troncales neurales (CTN). 

 

Para dejar claro el concepto de nicho, primero es necesario definirlo. La descripción clásica 

de un nicho, se refiere a un área de un tejido que provee un microambiente específico, en 

el cual las células troncales están presentes en un estado que favorece la auto renovación 

y el estado de multipotencialidad. En la ZV-ZSV este microambiente especializado, permite 

que las células ahí presentes interactúen con las células troncales neurales para 

mantenerlas o promover su diferenciación.  

 

 El más grande de los dos nichos que existen en el cerebro de ratón adulto es el de 

la zona subventricular, que de forma más apropiada debe ser llamado zona ventricular-

subventricular (ZV-ZSV) debido a que el nicho se mantiene por elementos que se 

encuentran dentro y fuera de las paredes del ventrículo. Por una parte, la zona 

subventricular contiene las CTN y los  linajes celulares que mantienen el nicho, mientras 

que en la zona ventricular están las células del epéndima y el líquido cefalorraquídeo (LCR) 

el cual, al fluir a través de los ventrículos, provee a las CTN que tienen contacto con él, de 

factores que también intervienen en la regulación de este microambiente altamente 

controlado. 
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 En la ZSV se encuentra una subpoblación de CTN que darán origen a  una gran 

diversidad de interneuronas que terminarán su diferenciación en el bulbo olfatorio (BO). 

Para que este fenómeno se complete, las células generadas en el nicho de la ZV-ZSV a 

partir de CTN, también llamados "neuroblastos" deben recorren un largo trayecto de entre 

3 y 8 mm a través de la corriente de migración rostral (CMR) hacia el BO (Doetsch and 

Alvarez-Buylla, 1996; Lois et al., 1996).  

 

 Las células troncales en el nicho de la ZV-ZSV, también llamadas células tipo B, 

mantienen propiedades de glía radial (predecesores que durante el desarrollo se 

desempeñan como progenitores neurales) y además tienen características moleculares de 

astrocitos (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002; Doetsch et al., 1999).  Una diferencia 

importante con el cerebro en estadios embrionarios es que en la ZV-ZSV del cerebro adulto 

las CTN poseen una capacidad de diferenciación reducida teniendo en cuenta que sólo se 

generan interneuronas y oligodendrocitos (Menn et al., 2006; Merkle et al., 2014), 

comparado a la capacidad multipotencial que poseen los precursores neurales durante el 

desarrollo embrionario.  

 

Las CTN de la zona subventricular, se pueden dividir simétricamente para mantener 

la población de células troncales, o asimétricamente para generar una célula igual y un 

progenitor que recibe los nombres de célula progenitora de división rápida / precursor 

intermedio / células tipo C o TAPs (Transient Amplifying Progenitor). Las células 

progenitoras de división rápida/precursores intermedios, se dividen rápidamente, entre 3 y 

4 veces antes de originar el siguiente linaje celular (Calzolari et al., 2015). Las células tipo 

C eventualmente se diferencian a células tipo A o neuroblastos, que en roedores migran a 

través de la CMR para dar origen a interneuronas en el bulbo olfatorio. Los neuroblastos, 

migran tangencialmente en forma de cadenas, a lo largo de los ventrículos y hacia la CMR. 

Éstos terminan su recorrido en el BO donde finalizarán su proceso de diferenciación a 

interneuronas granulares y periglomerulares (Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996) (Figura 1). 

 

Otro aspecto importante del nicho de la ZV-ZSV es que éste está altamente 

regionalizado, es decir, se formarán diferentes tipos de interneuronas dependiendo de su 

localización rostro-caudal y dorso-ventral. Las CTN dorsales, producen células granulares 

(GCs) superficiales, mientras que las anteriores originan células periglomerulares (PGCs) 

y muy pocas o prácticamente ninguna que sea positiva al marcador calbindina. Por otro 

lado, las CTNs ventrales producen células granulares más profundas y células positivas a 

calbindina, pero prácticamente ninguna positiva a tirosina hidroxilasa (TH) (Lim and Alvarez-

Buylla, 2014).   
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Figura 1. Representación del proceso de neurogénesis de la ZV-ZSV del cerebro de ratón adulto, 
en esta imagen podemos observar la identificación de los ventrículos, los elementos que la 
componen y el importante proceso de migración que ocurre hacia el bulbo olfatorio, donde las células 
terminarán el proceso de diferenciación para convertirse en diferentes tipos de interneuronas. 
Tomado y modificado de (Sawada and Sawamoto, 2013)  
 
 

 

Estudios realizados para entender las diferencias entre las regiones de la zona 

subventricular revelan que las variaciones son en gran parte debido a propiedades 

intrínsecas de las células, por lo que se deduce a partir de esto que las CTN adultas no son 

una población homogénea. Una de las explicaciones mejor aceptadas para comprender las 

diferencias entre la población de troncales neurales ha sido atribuida a diferencias 

epigenéticas basadas en su localización física dentro de la zona subventricular (Kohwi et 

al., 2007). 
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Figura 2. Elementos estructurales que conforman el nicho ventricular-subventricular. Neuroblastos 
o células tipo A, células troncales neurales o células tipo B1, células tipo B2 que se encuentran más 
alejadas del ventrículo y que no tienen un proceso apical. Células de amplificación rápida o células 
tipo C y células ependimales o E. Además, se observa la estructura como rehilete que rodea a los 
procesos apicales de las células tipo B1 que están en contacto con los ventrículos, mientras que su 
proceso basal contacta con vasos sanguíneos (BV). Tomado y modificado de (Fuentealba et al., 
2012; Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011). 
 
 

4 Los elementos celulares y arquitectura del nicho de la ZV-ZSV 

 

4.1 Las células troncales neurales o células tipo B. 

La identidad glial de las células tipo B es de particular interés cuando se examinan desde 

el contexto de su origen embrionario. En el embrión existe un tipo especializado de glía, la 

radial, que dará lugar a neuronas y glía durante el desarrollo del sistema nervioso (Anthony 

et al., 2004; Campbell and Gotz, 2002; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Noctor et al., 

2001). En este periodo, los  cuerpos celulares de la glía radial residen en la zona sub 

ventricular y mantienen contacto con los ventrículos, además de poseer un cilio primario en 

su superficie apical, características que se asemejan a las características de las células tipo 

B1 (ver adelante), lo que sugiere la persistencia de células parecidas a la glía radial en la 

zona ventricular adulta (Fuentealba et al., 2012; Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011). 

 

 Al igual que la glía radial embrionaria, las células tipo B poseen marcadores 

moleculares de astrocitos como la GFAP (proteína acídica fibrilar glial) y GLAST 

(transportador de glutamato y aspartato) y carecen del marcador de astrocitos maduros 
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S100B (Doetsch et al., 1997). Por su morfología y localización, las células tipo B se han 

subdividido en B1 y B2.  

 

Las células tipo B1 son las mejor estudiadas hasta el momento, y se describen como 

células con un dominio proximal medial y distal. El dominio proximal de éstas, corresponde 

a la porción celular que contiene un proceso especializado llamado "el cilio primario" que 

en una buena proporción de estas células está en contacto directo con el ventrículo, y que 

sobresale entre las rosetas formadas por las células ependimales (tipo E) (Mirzadeh et al., 

2008; Sawamoto et al., 2006; Shen et al., 2008). Se piensa  que el cilio primario funciona al 

interactuar con  factores presentes en el líquido cefalorraquídeo (LCR) (Ihrie and Alvarez-

Buylla, 2011; Lehtinen et al., 2011), activando vías de señalización indispensables para el 

mantenimiento del nicho. El dominio intermedio de las células B1 está en estrecho contacto 

con los progenitores intermedios y neuroblastos, probablemente permitiendo que haya 

retroalimentación de señales entre ellas para regular el mantenimiento del nicho (Imayoshi 

et al., 2010). El dominio distal se encuentra con uno más de los elementos importantes que 

componen el nicho, la vasculatura. El dominio distal de las células tipo B1, interactúa con 

la lámina basal de los vasos sanguíneos y posiblemente con factores derivados de la 

circulación que podrían estar favoreciendo la proliferación y la auto-renovación de los 

progenitores de la ZV-ZSV (Shen et al., 2004). Esta idea se deriva de la observación de 

que la barrera hematoencefálica de los vasos sanguíneos del nicho es más permeable que 

en otras áreas no neurogénicas (Tavazoie et al., 2008).  

 

Por otro lado, las células tipo B2, las cuales comparten los marcadores descritos en 

las células B1, son las que se encuentran enmarcando el parénquima estriatal, y su principal 

característica es que no presentan un proceso apical que contacte con los ventrículos.  

 

 Las células B también se han clasificado por el estado de su ciclo celular. Las mejor 

caracterizadas se piensa corresponden a las células con morfología B1. Algunas de estas 

células permanecen en estado quiescente (CTNq o Bq) y entran en ciclo con poca 

frecuencia, pues se ha calculado que sufren una división aproximadamente cada 28 días y 

que es la población de células que funcionan como reserva de CTN (Ponti et al., 2013). Las 

CTNq pasan por un estado “primed” o de preparación previa a su estado activado (CTNa o 

Ba) cuando están listas para su transición al siguiente tipo celular en el proceso de 

neurogénesis. Una característica de las CTNq de este nicho es que carecen de la expresión 

de nestina, la cual sólo aparece cuando están mitóticamente activas (Codega et al., 2014b). 

 

 Como se mencionó, las células tipo B suelen identificarse por la expresión de GFAP 

y GLAST o GLT1. Sin embargo, estas proteínas también la expresan los astrocitos maduros 

no neurogénicos. También expresan el carbohidrato de membrana conocido como LeX. El 

problema con el uso de este marcador radica en que éste se encuentra expresado en 

algunos neuroblastos y otras células no neurogénicas. La falta de marcadores específicos 

para estas células continúa siendo motivo de estudio en el área de las células troncales 

neurales. Por lo anterior el uso de una combinación de diversos marcadores se ha 

empleado para aislar y purificar algunas de estas poblaciones.  
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Por ejemplo el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) se expresa en 

CTN activas mitóticamente (Ba) y en las células tipo C (Pastrana et al., 2009). El factor de 

transcripción Id1, se expresa abundantemente en las células tipo B,y las tipo C al igual que 

el factor de transcripción Tlx. La proteína VCAM se expresa en el cilio primario de las células 

tipo B1 (Kokovay et al., 2012). De forma similar, la proteína CD133, o Prominina, se utiliza 

frecuentemente para enriquecer poblaciones de células troncales, dado que se expresa en 

el cilio primario, sin embargo, su expresión es variable en las CTN pues no todas lo poseen 

y la presencia de cilios es más prominente en las células ependimales (Codega et al., 

2014b; Coskun et al., 2008).  

 

A pesar de la falta de marcadores específicos para las CTN, hay algunos perfiles de 

expresión que permiten la identificación de cada elemento celular del nicho neurogénico 

como se muestra en la Tabla 1. 

 

4.2  Células de amplificación transitoria o tipo C 

Hasta muy recientemente se pensaba que una vez que una CTN sale de quiescencia y se 

activa, se divide por división simétrica, generando nuevas células tipo B que mantienen el 

número de células troncales neurales estable en el nicho; o por división asimétrica, dando 

lugar a una célula tipo B y a una célula tipo C o de amplificación transitoria. Evidencia 

reciente sugiere que sólo el 20% de la CTN se auto-renuevan por división simétrica, 

mientras que el 80% de ellas no se autorenuevan pero dividen de forma simétrica para dar 

lugar a dos células tipo C (Obernier et al., 2018). 

 

Las células de este tipo se caracterizan por no tener procesos, tienen un núcleo más 

grande, y son más redondeadas. Su tasa de división es más alta que su predecesor celular, 

ya que estas células logran dividirse entre 3 y cuatro veces antes de diferenciarse a 

neuroblastos. Otra característica importante de las células tipo C es que se pueden 

encontrar en contacto con el parénquima estriatal y con las células del epéndima  (Doetsch 

et al., 1997). Además, se localizan cerca de sus progenitores y frecuentemente se 

encuentran cerca de vasos sanguíneos formando pequeños agregados celulares cercanos 

a las células tipo A (Doetsch et al., 1997; Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011; Mamber et al., 

2013). 

  

 La identificación de este tipo de células resulta menos compleja debido a que 

poseen una combinación de marcadores más específica: marcadores de proliferación, el 

EGFR, BLBP y Mash1. A pesar de que algunos de los marcadores antes mencionados 

también están presentes en las células tipo B, el potencial de proliferación de las células 

tipo C las convierte en un tipo celular relativamente fácil de identificar (Tabla 1).  

 

4.3 Neuroblastos  

En la zona sub ventricular, las neuronas jóvenes o neuroblastos (también conocidas como 

células tipo A) se derivan a partir de las células tipo C. Un fenómeno particular de este tipo 

celular es que antes de diferenciarse en neuronas glomerulares y periglomerulares en el 
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bulbo olfatorio, deberán abandonar la ZSV a través de un camino bien establecido, la 

corriente de migración rostral (CMR). Éstos de desplazan uno sobre otro en forma de 

cadenas en un proceso conocido como migración tangencial, que se diferencia de la 

migración radial que fundamentalmente ocurre durante el desarrollo del sistema nervioso. 

Se sabe que las cadenas migratorias están rodeadas de glía que forma estructuras 

conocidas como tubos gliales, los cuales proveen soporte a las cadenas migratorias 

(Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996; Wichterle et al., 1997b). 

  

 Los neuroblastos poseen una morfología alargada con un proceso que en su 

extremo más distal posee algo parecido a un cono de crecimiento que indica la punta líder. 

Este tipo celular posee la capacidad de dividirse entre una y dos veces más durante su 

recorrido por la CMR (Ponti et al., 2013). La identificación de este tipo celular está bien 

establecida, ya que son positivos a Doblecortina (DCX) y PSA-NCAM (Rousselot et al., 

1995) (Tabla 1).  

 

 Los mecanismos por los cuales las cadenas migratorias se desplazan y saben en 

qué dirección debe ser su movimiento neto son complejos y aún siguen en estudio sin 

embargo se conocen algunas moléculas que se requieren para su migración. Un ejemplo 

es DCX, proteína asociada a microtúbulos que es importante para la migración neuronal 

durante el desarrollo, y en el ratón adulto participa la pérdida de la morfología bipolar y el 

movimiento de los neuroblastos (Francis et al., 1999; Koizumi et al., 2006; Moores et al., 

2004). 

 

4.4 Otros componentes celulares del nicho de la ZV-ZSV  

4.4.1 Microglía y astrocitos 

La glía se conforma de diferentes tipos celulares que antiguamente se creía eran elementos 

que solamente daban soporte estructural a las neuronas que habitaban el SNC. Sin 

embargo, se han identificado diferentes tipos celulares que componen la glía, todos con 

roles activos que participan en la homeostasis del SNC. Se reconocen cuatro tipos celulares 

como componentes de la glía: microglía, astrocitos, oligodendrocitos y epéndima.  

 

 Las células de la microglía son macrófagos especializados en el SNC que 

desempeñan las funciones como liberación de citocinas, fagocitosis, promover la 

homeostasis o la remodelación de sinapsis. Recientemente se ha descrito una población 

única de microglía que reside en el nicho neurogénico de la ZV-ZSV que posee propiedades 

morfológicas y funcionales diferentes. Esta población contribuye facilitando la sobrevivencia 

de los progenitores neuronales y en la migración hacia el bulbo olfatorio (Ribeiro Xavier et 

al., 2015). 

 

 Los astrocitos son responsables por promover soporte metabólico y estructural para 

las neuronas. Actualmente se sabe que los astrocitos producen una variedad de señales 

intercelulares, tanto solubles como asociadas a la membrana, que influyen en el desarrollo 

del SNC. Debido a que en el nicho de la ZV-ZSV se encuentran íntimamente asociados a 

los otros tipos celulares que ahí residen es probable que contribuyan en gran medida a 
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proveer el ambiente adecuado para que la neurogénesis ocurra. In vitro, se ha demostrado 

que las interacciones célula-célula entre los astrocitos y las CTN, son necesarias para 

promover la progresión a sus precursores neurales ( células tipo A)  (Lim and Alvarez-

Buylla, 1999), mientras que en el nicho del giro dentado del hipocampo se ha comprobado 

que los astrocitos que ahí residen promueven el destino neuronal de las NCS (Song et al., 

2002). La identificación de los astrocitos se ha hecho típicamente con el marcador de 

citoesqueleto GFAP (proteína acídica fibrilar glial) o con el transportador de glutamato GLT1 

en combinación con S100B (Emsley and Macklis, 2006; Oberheim et al., 2012). 

 

4.4.2 Epéndima  

Las células ependimales forman un epitelio en monocapa que recubre la pared de los 

ventrículos laterales, estas células forman estructuras conocidas como rosetas o rehiletes. 

Las funciones del epéndima aún son especulativas pues se ha sugerido que pueden 

funcionar como CTN (Johansson et al., 1999). A pesar de esto, la mayoría de la evidencia 

apoya que estas células son quiescentes, no tienen propiedades de CTN (Capela and 

Temple, 2002; Doetsch et al., 1999) y no se activan incluso después de sufrir daño. 

 

 Las células ependimales también participan en la regulación del nicho al expresar 

la proteína Noggina, que promueve la neurogénesis al antagonizar la señalización por 

BMPs (proteínas morfogénicas de hueso) (Lim et al., 2000; Peretto et al., 2004). Además 

estas células secretan factores como el factor pigmentario derivado de epitelio (PEDF)  que 

se sabe, promueve la auto renovación de las células troncales al aumentar la señalización 

por Notch o SDF-1 que estimula la movilidad de los neuroblastos (Ramírez-Castillejo et al., 

2006). De igual forma el batido de sus cilios contribuye al flujo del líquido cefalorraquídeo 

dentro de los ventrículos. 
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Tabla 1. Perfiles de expresión de los diferentes tipos celulares que conforman el nicho de la ZV-ZSV, 
la combinación de éstos, hacen posible la identificación de cada elemento dentro del nicho 
neurogénico. (CTNq, células neurales troncales quiescentes; CTNa, células troncales neurales 
activadas; TAPs, células de amplificación transitoria (por sus siglas en inglés).  

 

3.4.3  Vasos Sanguíneos   

La vasculatura, además del epéndima, delimita el nicho de la ZV-ZSV y ha adquirido 

relevancia al demostrarse que tanto las células tipo B2, las células tipo C y las células tipo 

A mantienen relaciones estrechas con los vasos sanguíneos. La vasculatura provee al nicho 

de factores que promueven el mantenimiento del nicho, y en el caso de los neuroblastos 

secretan factores que pueden servir de guía en el proceso de la migración tangencial a lo 

largo de la CMR (Goldberg and Hirschi, 2009). Se ha demostrado que la barrera 

hematoencefálica en este nicho es más permeable que en otras regiones no neurogénicas, 

por lo que es probable que estas características de la vasculatura faciliten la exposición 

directa de las CTN a los factores provenientes de la sangre (Tavazoie et al., 2008) 

 

 Entre las diferentes señales solubles provenientes de la vasculatura se encuentran 

las que promueven la proliferación y la diferenciación de los progenitores neurales, 

particularmente de las células tipo Ba y de las células tipo C. Por otro lado se ha observado 

que la vasculatura se orienta de forma paralela a los neuroblastos que migran por la CMR 

y que provee de algunas señales que guían las cadenas migratorias en su camino hacia el 

BO, como el PEDF (factor pigmentario derivado de epitelio), SDF-1, Betacelulina  o BNDF. 
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5 Factores implicados en la regulación del nicho neurogénico de la ZV-ZSV: 

participación de los lípidos bioactivos. 

 

Entre los factores que han sido reconocidos como importantes reguladores del 

comportamiento de las células tipo B1 se encuentran el factor de crecimiento parecido a 

insulina 2 (IGF2), proteínas morfogénicas de hueso (BMPs), WNTs, Sonic hedgehog (SHH) 

y ácido retinoico (Lehtinen et al., 2011). Las células del epéndima y la vasculatura, que se 

encuentran en estrecho contacto con las células tipo B, participan en la regulación de nicho 

al secretar factores como el factor derivado de epitelio pigmentado (PEDF) o el factor 

derivado de estroma-1 (SDF-1), promoviendo la proliferación de los progenitores y la 

movilización de los neuroblastos de la ZV-ZSV, respectivamente (Lim and Alvarez-Buylla, 

2014; Lim et al., 2000; Peretto et al., 2004). La administración directa del PEDF en los 

ventrículos laterales resulta en un aumento de la proliferación celular (Ramírez-Castillejo et 

al., 2006). En estudios in vitro e in vivo, el factor de crecimiento de endotelio vascular 

(VEGF) estimula la neurogénesis tanto en el nicho neurogénico del hipocampo como en la 

ZSV (Jin et al., 2002). Por otra parte, el factor de crecimiento betacelulina (BTC), ha 

mostrado tener un efecto sobre la proliferación y la neurogénesis al incrementar la 

proliferación de las células tipo C a través de la activación de la vía de señalización de ERK 

(Doetsch et al., 2002; Gonzalez-Perez et al., 2009).  

 

En un trabajo reciente de RNAseq de célula única de componentes celulares del 

nicho de la ZV-ZSV, se ha visto que el metabolismo de lípidos durante los estadios iniciales 

del proceso de neurogénesis está activo y que éste va disminuyendo conforme progresa la 

diferenciación de los precursores neurales de este nicho (Llorens-Bobadilla et al., 2015a). 

Aunque se conocen factores que influyen sobre la proliferación y la auto-renovación de las 

CTN del nicho, no se conoce mucho sobre los mecanismos que éstas ocupan para 

mantener el estado de quiescencia en la población de CTN.  En 2014, se le dio notoriedad 

a la participación de los lípidos bioactivos, como factores importantes en la regulación se 

este nicho neurogénico. Se observó que tanto la prostaglandina D2 como la esfingosina-1-

fosfato (S1P), juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la quiescencia de 

las CTN del nicho a través de la señalización mediada por los receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs) con los que son capaces de interactuar (Codega et al., 2014b). Estos 

estudios demuestran que la señalización y metabolismo de lípidos bioactivos también son 

importantes en la regulación del proceso neurogénico. 

 

6 ¿Qué son los  lípidos bioactivos y cómo se regulan?  

 

Para entender el rol de los lípidos como moléculas señalizadoras, es necesario saber qué 

son y cómo se regulan. Mucho tiempo se creyó que la función de los lípidos sólo era 

relevante  sí los pensábamos como reservas energéticas o como componentes 

estructurales de las membranas celulares, sin embargo en los últimos  años se han descrito 

nuevos roles para los que se han denominado "lípidos bioactivos". Algunos lípidos 
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bioactivos llevan a cabo sus funciones a través de la interacción con receptores específicos, 

por ejemplo, receptores acoplados a proteína G. Estos derivados lipídicos juegan roles 

importantes en el desarrollo, en la homeostasis, en la proliferación celular, la migración, 

entre otros, y su regulación a la alta o a la baja ha sido implicada en diversas patologías.  

Por lo tanto, la regulación de los niveles de lípidos bioactivos es un proceso fundamental 

para la homeostasis de los organismos (Hannun and Obeid, 2008).  

 

7 Regulación de lípidos bioactivos por las PLPPs  

 

Lípidos fosfatados como el ácido fosfatídico, ácido lisofosfatídico, esfingosina-1-fosfato y 

ceramida-1-fosfato son intermediarios en la biosíntesis de fosfolípidos y esfingolípidos, 

además de que juegan papeles importantes en procesos de señalización intra y 

extracelular. La desfosforilación de estos lípidos termina con su actividad señalizadora y en 

algunos casos se generan productos con actividades biológicas adicionales (McDermott et 

al., 2006). Una familia de enzimas que juegan un papel importante en la desfosforilación de 

estos lípidos son las PLPPs (del inglés Phospholipid Phosphatases, antes PAP2s o LPPs). 

 

 Históricamente estas enzimas  fueron inicialmente incluidas en la familia de las 

PAPs (Phosphatidic Acid Phosphatases), las cuales tienen como principal función la 

hidrólisis de fosfatidato (Kok et al., 2012). En 1991, Jamal y colaboradores fueron los 

primeros en identificar que había dos tipos de actividades de PAPs en mamíferos, las cuales 

presentaban diferencias en su localización subcelular y en sus propiedades bioquímicas. 

La actividad tipo PAP1 requería de magnesio, eran inhibidas por N-etilmaleimida (NEM) y 

se localizaba en la fracción citoplásmica. En contraste la actividad tipo PAP2, no requería 

de magnesio, eras insensible a NEM y se encontraba asociada a la fracción membranal 

(Jamal et al., 1991).  

 

A finales de la década de los 90s se reportó la clonación de los dos primeros 

miembros de la familia de enzimas tipo PAP2. Al caracterizar su actividad hidrolítica se 

observó que además de defosforilar al ácido fosfatídico (PA), también eran capaces de 

defosforilar ácido lisofosfatídico (LPA), ceramida-1-fosfato (C1P) y esfingosina-1-fosfato 

(S1P) con semejante eficiencia (Kai et al., 1996; Kai et al., 1997). Para diferenciar sus 

propiedades bioquímicas, y variedad de sustratos, a las enzimas tipo PAP2 se les denominó 

LPPs (del inglés Lipid Phosphate Phosphatase), pero en el 2015 el comité de nomenclatura 

de genes humanos modificó y unificó la nomenclatura de esta familia y proteínas 

relacionadas, motivo por el cual desde entonces a la fecha se denominan PLPPs. 

 

Se conocen tres isoenzimas pertenecientes a la familia de las PLPPs, PLPP1, 

PLPP2 y PLPP3, cada una codificada por genes independientes presentes en los 

cromosomas humanos 5q11, 19p13 y 1p32.2, respectivamente. Estos genes codifican 

proteínas integrales de membrana de aproximadamente 300 aminoácidos con 40% de 

identidad en la secuencia primaria de aminoácidos. La mayor parte de los aminoácidos 

conservados se encuentra en los dominios catalíticos conocidos como C1, C2, y C3 (Kai et 

al., 1997; Kok et al., 2012; Pyne et al., 2004) que están localizados en la segunda y tercer 
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asa extracelular (Escalante-Alcalde et al., 2003). Además poseen un sitio para N-

glicosilación en la segunda asa entre los dominios C1 y C2 (Figura 3). El dominio C1 es el 

responsable del reconocimiento del sustrato, mientras que los dominios C2 y C3 contienen 

los aminoácidos que son necesarios para la actividad de fosfohidrolasa (Sigal et al., 2005). 

El dominio C3 contiene una histidina altamente conservada que actúa como un nucleófilo 

que atrae el grupo fosfato para formar un intermediario transitorio "histidina-fosfato"; 

mientras que la histidina en C2 está involucrada en romper la unión con el grupo fosfato 

para liberar el lípido resultante que ya no contiene el grupo fosfato. El dominio C1 contiene 

además residuos de lisina y arginina que junto a un residuo del dominio C3 ayudan a 

estabilizar al sustrato en el sitio activo (Tang et al., 2015).  

 

La topología de su sitio catalítico sugiere que las PLPPs participan como 

reguladores de la señalización extracelular catalizando la desfosforilación de lípidos 

bioactivos como el LPA y la S1P (Escalante-Alcalde et al., 2007; Kok et al., 2012). Las 

PLPPs pueden también estar localizadas en membranas intracelulares como el retículo 

endoplásmico, el aparato de Golgi y en compartimientos endosomales, esto dependiendo 

del tipo celular y la isoenzima (Kai et al., 1997). En este caso el sitio activo se localiza del 

lado luminal. Las PLPPs pueden formar homo- y hetero-dímeros capaces de funcionar 

independientemente en las reacciones de desfosforilación. Se cree que este tipo de 

asociaciones podrían ser responsables de la localización subcelular de estas enzimas, sin 

embargo no es una asociación necesaria para que funcionen correctamente (Tang et al., 

2015). 

 

8 La fosfatasa de fosfolipidos 3 (PLPP3)  

  

La PLPP3 humana se caracteriza por contener una secuencia de unión a integrinas, 

arginina-glicina-aspartato (RGD), (arginina-glicina-ácido glutámico) RGE en ratón, por lo 

que la expresión de esta enzima incrementa o modifica las interacciones célula-célula, de 

forma independiente a su actividad catalítica, a través de la unión con integrinas αvβ3 y α5β1. 

Esta característica de la PLPP3 es relevante en células endoteliales para la formación de 

vasos sanguíneos (Brindley and Pilquil, 2009) pero se desconoce si participa en otros 

procesos del desarrollo. 

 

 La PLPP3 tiene un rol específico y no redundante durante el desarrollo y es que se 

ha visto que, a diferencia de los otros miembros de la familia, la deficiencia de esta enzima 

en ratones knock out es letal en estados tempranos del desarrollo embrionario, 

aproximadamente en el día embrionario 9.5, debido a defectos severos del desarrollo del 

sistema vascular del saco vitelino y en la formación de la placenta (Escalante-Alcalde et al., 

2003), además de alteraciones en la formación del tubo neural (Escalante-Alcalde et al., 

2009; Escalante-Alcalde et al., 2007). Debido a la letalidad temprana que su deficiencia 

provoca se ha requerido de otras estrategias que permitan establecer cuál es su función en 

diversos procesos y etapas del desarrollo. Por ejemplo en otro trabajo del laboratorio, se 

observó que la deficiencia de PLPP3 provoca una disminución de los precursores neurales 

derivados de la diferenciación de células troncales embrionarias de ratón, al afectar su 
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proliferación e incrementar la muerte celular por apoptosis (Sanchez-Sanchez et al., 2012) 

sugiriendo que la enzima puede tener un papel en el desarrollo del sistema nervioso. 

  
Figura 3.  Estructura de las PLPPs. Las PLPP´s contienen seis dominios transmembranales y un 

sitio catalítico hidrofílico compuesto por tres dominios conservados. Se ha propuesto que uno de ls 

dominios catalíticos se une al sustrato, mientras que los otros dos contribuyen a la desfosforilación 

del sustrato. El sitio catalítico típicamente se ubica del lado extracelular, cuando la PLPP3 está 

ubicada en la membrana celular y del lado del lumen cuando se ubica en membranas intracelulares.  

Una característica extra de la PLPP3 es su potencial para formar homo y hetero oligomeros. (Choi 
and Chun, 2013).     

 

 Como todos los miembros de esta familia, la PLPP3 hidroliza el grupo fosfato del 

PA, C1P, LPA y S1P, sin embargo, la gran mayoría de los estudios realizados con esta 

enzima se han enfocado principalmente en su actividad sobre S1P y LPA. Tanto la S1P 

como el LPA actúan a través de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) y las vías de 

señalización involucradas se asocian con un gran número de procesos celulares como 

diferenciación, migración y muerte celular. Es por eso que las PLPPs cobran importancia, 

ya que éstas regulan las concentraciones disponibles lípidos bioactivos tanto 

intracelularmente como extracelularmente (Brindley and Pilquil, 2009; Escalante-Alcalde et 

al., 2003; Sanchez-Sanchez et al., 2012). 

 

8.1 Ácido lisofosfatídico (LPA)  

El LPA es un metabolito en la síntesis de fosfolípidos el cual se sintetiza en una gran 

variedad de tejidos. Se encuentra en concentraciones que van desde 0.1 µM en plasma 

hasta 10 µM en suero (Yung et al., 2015). Dentro del SNC, el LPA se encuentra en vasos 

sanguíneos, médula espinal, plexo coroideo, meninges y líquido cefalorraquídeo (LCR) 

(Yung et al., 2014). La vía de síntesis más importante de LPA es a través de la enzima 

Autotaxina (ATX) y puede ser degradado por las PLPPs mediante la liberación de un grupo 
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fosfato para producir monoacil glicerol (MAG) (Brindley and Pilquil, 2009). 

 

Figura 4. Esquema de los receptores descritos de LPA y S1P, y las vías de señalización que 
desencadenan. ESCRIBIR UNA EXPLICACIÓN DE LO QUE SIGNIFICAN TODAS LAS 
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ABREVIATURAS.  

 

Actualmente se conocen seis receptores para LPA (LPARs) bien caracterizados 

denominados LPA1-LPA6. Estos receptores acoplados a proteínas G con siete dominios 

transmembranales activan diferentes vías de señalización dependiendo de la proteína G a 

la que se acoplen (G12/13, Gq/11, Gi/o, y Gs.) (Yung et al., 2014) (Figura 4). Este lípido juega 

papeles importantes en el desarrollo del sistema nervioso y su reparación, en el dolor 

neuropático, en la artritis reumatoide y en la obesidad, procesos en los que la intervención 

de las PLPPs podría estar involucrado (Yung et al., 2015). Estudios previos con este lípido 

también han demostrado su importancia en procesos como vasculogénesis y la formación 

de la cresta neural en el desarrollo embrionario de anfibios(Tanaka et al., 2006). Además 

estimula la agregación plaquetaria y la migración de fibroblastos, células endoteliales y 

queratinocitos cuando hay una lesión. El LPA también media la extravasación de linfocitos 

para mantener la homeostasis del sistema inmune (Takeda et al., 2017; Takeda et al., 

2015). 

 

8.2 Esfingosina-1-fosfato (S1P) 

Este lípido bioactivo se forma principalmente intracelularmente, a partir de la fosforilación 

de esfingosina por las esfingosina cinasas 1 y 2 (SphK1/2), después este lípido es 

transportado extracelularmente por transportadores ABC (Kim et al., 2009). En el medio 

extracelular el proceso de "aclaramiento" de S1P sucede únicamente por la actividad de las 

PLPPs (Pyne et al., 2009). S1P está presente en un gran número de organismos, incluidas 

plantas, levaduras y en mamíferos. Ha sido implicado en una amplia variedad de funciones 

fisiológicas que van desde el crecimiento celular, la supresión de la muerte celular, hasta la 

maduración de la vasculatura y su permeabilidad; también se ha reportado que S1P es 

necesaria para la correcta migración de los linfocitos (Pyne et al., 2009). Su mecanismo de 

acción se desencadena a partir de unirse a uno de los 5 receptores de S1P descritos (S1P1–

S1P5) los cuales activan diferentes tipos de proteínas G, que a su vez activan vías de 

señalización como Rho/Rock, MAPK y PLC, entre otras (Figura 4). El S1P1 se expresa en 

los precursores neurales y se ha descrito que es capaz de afectar la neurogénesis 

embrionaria, la migración celular y la extensión de procesos neuríticos mediado por el factor 

neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) (Martin and Sospedra, 2014). 

 

 

9 Lisofosfolípidos y la PLPP3  en la neurogenesis adulta. 

 

Se ha descrito que la señalización mediada por LPA contribuye a regular la neurogénesis 

en el hipocampo adulto ya que la ausencia de su receptor LPA1 reduce la neurogénesis 

(Matas-Rico et al., 2008). El efecto del LPA sobre su receptor LPA1 parece estar más 

relacionado con un incremento en la supervivencia de las nuevas neuronas que con efectos 

sobre la proliferación de progenitores neuronales ya que la infusión continua de LPA en el 

hipocampo produce un incremento neto en la neurogénesis sin alterar el estado proliferativo 

sus progenitores (Walker et al., 2016). 
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Por otro lado, como se mencionó anteriormente, la S1P parece contribuir a mantener 

el estado quiescente de las CTN en el nicho de la ZV-ZSV aunque se desconoce a través  

de cuál de sus receptores lo hace. El mRNA de uno de sus receptores, el S1pr1,  se expresa 

muy abundantemente en las paredes de los ventrículos laterales, y en la ZSG del giro 

dentado (Figura 5), aunque no existen estudios que indiquen que tipos celulares expresan 

este receptor dentro de ambos nichos neurogénicos. Estudios de RNAseq de célula única 

indican que el S1pr1 se expresa abundantemente en las CTNq del nicho de la ZV-ZSV y 

que su expresión baja una vez que éstas se activan (Shin et al., 2015). Estudios del mismo 

tipo indican que en la ZSG del giro dentado del hipocampo genes relacionados con el 

metabolismo de esfingolípidos también se expresan con la misma cinética. 

Interesantemente el mRNA del S1pr1 también se expresa más abundantemente en la ZSG, 

sitio donde se encuentran localizados los somas de las CTN de este nicho (Figura 5). Lo 

anterior sugiere que la regulación de la concentración de S1P, y por lo tanto de su 

señalización, puede ser un mecanismo importante para el mantenimiento de la quiescencia 

en las CTN del nicho de la ZV-ZSV y probablemente también en la ZSG. 

 

 Se sabe, por estudios de hibridación in situ o expresión de reporteros de su 

transcripción, que la PLPP3 se expresa muy abundantemente en la glía de Bergman en el 

cerebelo, la cual es un tipo de astrocito especializado importante para el desarrollo y la 

fisiología del cerebelo que además expresa algunos marcadores que son típicos de 

CTN(López-Juárez et al., 2011). También se expresa muy abundantemente en la ZSG del 

giro dentado y las paredes de los ventrículos laterales, nichos neurogénicos del ratón 

adulto, y en el bulbo olfatorio (López-Juárez et al., 2011). Nuestro grupo además tiene 

evidencia de que en el giro dentado del hipocampo del ratón adulto, la PLPP3 se expresa 

en CTN además de en los astrocitos de toda la región, y que su ausencia reduce la 

proliferación de progenitores neurales de hipocampos de animales de 8 semanas de edad 

tanto in vivo como in vitro (Castro- Hernández, 2015; Cotzomi-Ortega, 2015). 

 

Adicionalmente, trabajos previos de nuestro grupo y nuestros colaboradores han 

puesto de manifiesto que la PLPP3 regula la disponibilidad de la S1P y la señalización del 

receptor S1P1 en varios sistemas incluyendo en cerebro adulto ya que la ausencia de la 

enzima produce una importante regulación a la baja de la expresión en superficie del S1P1 

(Bréart et al., 2011; López-Juárez et al., 2011). 

En conjunto, estas observaciones sugieren que la concentración de S1P, y por lo 

tanto de su señalización, puede ser regulada por la PLPP3 en el nicho de la ZV-ZSV. Sin 

embargo, a la fecha se desconoce como la PLPP3 y el S1P1 están distribuidos, y en qué 

tipos celulares se expresan dentro de este nicho. Este trabajo tuvo precisamente como 

finalidad realizar un análisis detallado de la expresión de ambas proteínas, en combinación 

con otros marcadores, y explorar si la ausencia de la enzima tiene algún efecto sobre la 

neurogénesis del nicho de la ZV-ZSV. 
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Figura 5.  La expresión de Plpp3 y del receptor de S1pr1 es abundante en el nicho neurogénico de 
la zona subventricular (ZSV). Ensayos de hibridación in situ tomadas del Allen Brain Atlas 
(https://portal.brain-map.org/)  permiten observar la expresión del mensajero de Plpp3 y de S1pr1 en 
el cerebro de ratón adulto. Es notable que tanto el mensajero de la Plpp3 como del receptor a S1pr1 
tienen distribuciones semejantes. Se ha ampliado la ZSG del giro dentado para una mejor 
apreciación de la zona. 

 

 

10 Justificación 

 

La PLPP3 se expresa abundantemente en el nicho neurogénicos de la zona subventricular. 

Debido a su importancia en la regulación de lípidos bioactivos, como la S1P, es necesario 

establecer en que tipos celulares de expresa para predecir cómo ésta podría participar en 
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la regulación del proceso de neurogénesis del nicho ZV-ZSV. 

 

11 Hipótesis 

 

La expresión de PLPP3 en las ZV-ZSV  difiere en los diferentes grupos celulares y favorece 

el mantenimiento de la quiescencia de las CTN a través de regular los niveles de S1P.  

 

11.1 Objetivo general  

 

Identificar qué tipos celulares expresan la PLPP3 y el S1P1 en el nicho neurogénico de la 

zona sub ventricular y su participación en el mantenimiento de la quiesencia? 

 

11.2 Objetivos particulares 

 

1. Identificar el tipo o tipos celulares que expresan la enzima PLPP3 en la ZSV.  

 

2. Determinar la distribución del receptor S1P1 en la ZSV. 

 

3. Establecer si se altera la expresión del receptor S1P1 en el nicho de la ZV-ZSV de 

animales que carecen de la enzima en sistema nervioso.  

 

4. Evaluar si la ausencia de la PLPP3 produce alteraciones en el proceso neurogénico 

del nicho de la ZV-ZSV. 
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12 Metodología 

12.1 Animales  

Debido a que la deleción de Plpp3 es letal en estadios tempranos del desarrollo 

embrionario, fue necesario usar un ratón que sólo contiene la deleción de la enzima en un 

tejido específico, en este caso el SNC. En el laboratorio contamos con el mutante 

condicional de Plpp3, este modelo se diseñó mediante el uso del sistema de recombinación 

Cre/loxP (Escalante-Alcalde et al., 2007). 

 

 

                     
 

Figura 6.  Para obtener el mutante condicional carente de PLPP3 en SNC se hicieron cruzas entre 
hembras Plpp3 F/F y machos  Nestina::Cre ;Plpp3 F/F. Se eligieron como mutantes condicionales a la 
progenie que poseyera la expresión de la recombinasa Cre, y que por lo tanto sufrió deleción de la 
región flanqueada por las secuencias loxP (ΔF/ΔF) mientras que lo que no la heredaron fueron 
considerados como controles (F/F).   

 

 Para la obtención de estos ratones carentes de PLPP3, trabajamos con ratones que 

contienen dos genotipos, unos que contiene sitios loxP flanqueando los exones 3 y 4 del 

gen de Plpp3 y otro ratón que además expresa de la recombinasa Cre, dirigida por el 

promotor de una proteína preferente del tejido neural, en este caso nestina, lo que quiere 

decir que sólo aquellas células que expresen nestina expresarán la recombinasa Cre (figura 

6).  
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 Cuando ocurre una recombinación exitosa, se genera una proteína trunca que 

carece de actividad enzimática debido a que los exones 3 y 4 de Plpp3 han sido eliminados. 

Individuos de ambos genotipos se mantienen en constante reproducción con la finalidad de 

obtener camadas que hayan heredado la recombinada Cre y que por lo tanto tengan la 

deleción en Plpp3. 

 

Una vez que obtenidas las camadas, éstas se genotipificaron máximo a las 3 

semanas de edad. Individuos de genotipo F/F fueron empleados para realizar los ensayos 

de inmunofluorescencia con anticuerpos contra diferentes marcadores (ver tabla abajo). 

Además empleamos un ratón reportero GFAP::GFP que fue amablemente donado por el 

Dr. Ataulfo Martínez Torres del Instituto de Neurobiología. Esta línea de ratones expresa la 

proteína verde fluorescente (EGFP) dirigida  el promotor de GFAP. 

12.2 Genotipificación 

Una vez que se obtienen las camadas provenientes de cruzar ratones FF y  ΔF/ΔF, fue 

necesario identificar si las crías poseían la mutación resultante de la expresión de la 

recombinasa Cre en el SNC. 

Para saber esto, se sigue un protocolo de dos pasos. 

Primero.-Extracción de ADN a partir de un pequeño corte en la cola de los ratones obtenidos 

a las 3 semanas de edad.  

Para lisar las colas de ratón para la extracción de DNA: 

1.-Agregar en un tubo eppendorf 350 μl de buffer de lisis (Ver anexo). 

2.- Se corta la punta de la cola del ratón a genotipar. 

3.- Se agregan 50 μl de proteinasa K (0.895 μg)  

4.- Se incuba 2-3 horas a 56°C con agitación (850 rpm) o toda la noche a 37°C. 

Extracción de DNA mediante el uso de fenol-cloroformo: 

1.-Agregar a cada muestra 1/2 vol de fenol y agitar vigorosamente. 

2.- Agregar 1/2 vol de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1) y agitar. 

3.- Centrifugar a máxima velocidad por 5 min (13,000 rpm) y separar la fase acuosa en un 

tubo nuevo. 

4.- Agregar un volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (49:1), mezclar vigorosamente y 

centrifugar 5 minutos a máxima velocidad. Nuevamente separar la fase acuosa. 

5.- Precipitar el DNA con 1 vol. de isopropanol e incubar 1 hora a -70°C. 

6.- Centrifugar a máxima velocidad por 5 minutos. 

7.- Retirar el sobrenadante y lavar la pastilla con 500 μl de etanol al 70% 

Resuspender el DNA en 50 μl de buffer TE e incubar a 37°C durante al menos 2 horas. 

Segundo.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con secuencias de oligonucleótidos 

diseñados previamente en el laboratorio (Escalante-Alcalde et al., 2007). 
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Nombre Secuencia 

HLox 5 'GAA GTG CCA TTA CTC TCT CAGC         3' 

HLox3' 5' CCA GGG TGC TAT CTA TCT GTA AC'     3' 

NLox5' 5' CTA CAG ATG TCA GTC AGT GTG G '      3' 

Cre (sentido) 5' GAAGTGCCATTACTCTCTCAG '                3' 

Cre (antisentido) 5' GTG AAA CG CAT TGC TGT CAC TT         3' 

 

Reacciones para PCR utilizadas (25 µl por reacción):  

 Cantidad Concentración final 

Buffer 10x  2.5 µl 1x 

dNTPs   (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

HLox 5' (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

HLox 3' (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

NLox 5' (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

Taq Polimerasa 0.5 µl 1U 

H2O MilliQ 19  µl  

DNA   1  µl  

 

 Cantidad Concentración final 

Buffer 10x  2.5 µl 1x 

dNTPs   (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

Cre 5' (10 mM) 0.5 µl 0.2 mM 

Cre 3' (10 mM) 0.5 µl  0.2 mM 

Taq Polimerasa 0.5 µl 1U 

H2O MilliQ 19  µl  

DNA   1  µl  

 

Una vez que se obtuvieron los productos de amplificación del DNA por PCR, éstos se 

separaron mediante electroforesis, se utilizó una corriente  de 100 V durante una hora. Las 

muestras se depositaron en geles de agarosa al 2% en buffer TBE 0.5X adicionado con 

bromuro de etidio. Los geles se observaron en un transiluminador de luz UV (Figura 7). 
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Figura 7. Gel de agarosa con los 
genotipos de camadas obtenidas a 
partir de la cruza entre hembras Plpp3 
F/F y machos  Nestina:Cre;Plpp3. El 
carril 1 y 4 corresponden a ratones que 
sólo poseen los sitios F/F pero que no 
heredaron la recombinasa Cre, 
mientras que los carriles 2 y 3 muestran 
las dos variantes posibles de un 
genotipo ΔF/ΔF. Sólo se emplearon 
individuos donde el resultado fue como 
en el carril 3 (banda superior más 
intensa), mientras que los individuos 
con bandas de intensidad como en el 
carril 2 se descartaron ya que fueron 
individuos donde uno de los alelos se 
recombinó espontáneamente en la 
línea germinal. 

 

12.3 Perfusión y fijado de tejidos. 

 El objetivo de perfundir y fijar el cerebro es preservarlo en buen estado, parecido al 

que tendría estando vivo, por lo que perfundir la solución fijadora a través del sistema 

circulatorio permite preservar mejor el tejido. 

1.- Se anestesiaron ratones con una dosis de Avertina 2.5 % (15 µl/gr peso).  

2.- Una vez que se determinó la anestesia profunda, se hizo una incisión abdominal  justo 

bajo la caja torácica y se separó cuidadosamente el hígado del diafragma.  

3.-Se cortó cuidadosamente el diafragma y la caja torácica para dejar expuesto el corazón 

y los pulmones. Con unas pinzas se sujeta el esternón, tal y como indica la figura, de tal 

forma que el corazón y los grandes vasos queden claramente visibles (Figura 8 ). 
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Figura 8. Procedimiento detallado de perfusión intracardiaca y de la subsecuente extracción de un 

cerebro de ratón adulto. A) Diagrama de los cortes que deben realizarse para exponer la cavidad 

torácica y tener acceso al corazón de forma que la punción en el ventrículo izquierdo sea eficiente. 

B) Una vez que se ha perfundido y fijado el tejido, el siguiente paso es extraer cuidadosamente el 

cerebro, tal y como se indica en B. Tomado y modificado de (Gage et al., 2012). 

 

4.- Se inserta la punta de una aguja en la punta inferior del ventrículo izquierdo  y con la 

ayuda de unas tijeras finas se hace una incisión en el atrio derecho del corazón para crear 

una hemorragia importante, teniendo cuidado de no lesionar ninguno de los grandes vasos. 

Se hacen pasar aproximadamente 20 ml de  NaCl 0.9% hasta que ocurra el  

blanqueamiento de las extremidades y de órganos internos como el hígado lo que provee 

una señal clara de que la perfusión ha sido exitosa. 
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Anticuerpos primarios   Dilución  

Anti-PLPP3 (hecho a solicitud, 

SIGMA) 

 1:400 

Para identificar células 

troncales tipo B 

  

Anti-GFAP (SIGMA)  1:500 

Anti-CD133 (BioLegend)  1:100 

Para identificar células Ba, 

progenitores neurales tipo C y 

Epéndima. 

  

Anti-Nestina (Millipore)  1:200 

Para identificar neuroblastos 

(Tipo A) 

  

Anti-Dcx (Santa Cruz 

biotechnology) 

 1:400 

Para identificar astrocitos    

Anti-GLT1 (Millipore)  1:200 

Anti-EGD1/S1P1 (Santa Cruz 

biotechnology) 

 1:200 

Para ientificar astrocitos y 

epéndima 

  

Anti-S100B (Millipore)  1:100 

12.4 Inmunofluorescencia  

Usamos la técnica de inmunofluroescencia en la que hicimos uso de anticuerpos 

específicos que fueron detectados con anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos 

para observar la distribución de las proteínas de interés. Después de la perfusión los 

cerebros disectados fueron fijados en PFA 4% por 16 horas a 4°C y equilibrados en 

sacarosa al 30%. Los cerebros se embebieron en O.C.T y haciendo uso del criostato se 

obtuvieron cortes coronales de 50 µm. Las rebanadas resultantes fueron puestas en 

flotación en PBS y posteriormente acomodadas en portaobjetos.  

 

1.- Los cortes coronales fueron  lavados 3 veces con PBS, 10 minutos cada uno. 

2.- Se agregó una solución de glicina 0.1 M para eliminar todos los residuos de PFA que 

hayan quedado libres. 

3.- Se lavó nuevamente con PBS 1, 3 veces, 10 minutos.  

4.- Se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con Blocking Reagent 1% (Roche) 

/0.2%  Tritón X-100 en PBS.  

5.- Se incubó con el primer anticuerpo en solución de bloqueo durante  24-48 hrs a 4°C.  

Pasado el tiempo de incubación del primer anticuerpo. 

6.- Nuevamente se hicieron  3 lavados con PBS. 
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7.- Se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente (1:500) durante 2 horas a 

temperatura ambiente.  

8.- Se hicieron 3 lavados con  PBS1. 

9.- Se tiñeron los núcleos Hoechst (1:1000, stock 1 µg/ml), durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. 

10.- Se realizaron 3 breves lavados con PBS.  

11.- Se colocó solución de montaje (Fluoromount-G) y se montaron las muestras con un 

cubreobjetos.  

12.- Las imágenes fueron adquiridas usando el microscopio confocal FV10i (Olympus). 

 

Anticuerpos secundarios  

Alexa Fluor 488  Gallina anti-ratón, 21200, Invitrogen 

AlexaFluor  568  Burro anti-cabra,  A11031, Invitrogen 

Alexa Fluor 594  Gallina anti-conejo, A214442, Invitrogen 

12.5 Ensayos de marcaje, seguimiento y cuantificación de células con BrdU  

Se usó BrdU, análogo de timidina, para marcar las células que se encontraban en la fase S 

del ciclo celular. Posteriormente las células que incorporaron la BrdU se identificaron 

mediante el uso de anticuerpos específicos. 

 

Para estos ensayos se utilizaron sólo ratones machos. Se seleccionaron individuos 

de ambos genotipos (F/F, controles y mutantes ΔF/ΔF) que fueran hermanos de camada y 

que tuvieran entre 8-10 semanas de edad. A éstos se les realizó lo siguiente:  

 

1.- Se administró BrdU intraperitonealmente (50 mg/kg) cada 12 horas, durante cuatro días. 

Después de la última inyección se dejaron pasar 14 días antes del sacrificio  (Figura 9). 

 

            
Figura 9. Protocolo de administración de BrdU para identificar células que se han diferenciado a 
partir de células troncales neurales. El protocolo consiste en cuatro días de administración, dos veces 
al día más un periodo de 14 días de reposo previo sacrificio por eutanasia del sujeto experimental. 

2.- Para la detección de la marca de BrdU en células Dcx positivas se hizo primero la 

detección de Dcx con el mismo procedimiento que para una inmunofluorescencia, descrita 

anteriormente.  

3.- Posteriormente se utilizó el Kit de detección de BrdU (Roche)  como se indica a 

continuación:  

● Se usó el anticuerpo anti-BrdU (1:100)  en la solución de incubación. Contenida en 

el Kit y se incubó 45 min a 37°C. 
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● Se hicieron 3 lavados con PBS (pH 7.4) 

● Se incubó con anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina  (1:100) 45 minutos a 

37°C  

● Seguido de 3 lavados con PBS. 

● Finalmente se incubó con Hoechst como se indicó anteriormente.  

 

4.- Se montaron las muestras agregando solución de montaje Fluoromount G y se cubrieron 

con un cubreobjetos. 

 

5.- Las imágenes fueron adquiridas usando el microscopio confocal FV10i (Olympus). 

 

 

Para la cuantificación del número de células BrdU+ debe aclararse que los cortes de 
cerebro estaban montados en las laminillas mediante el método fraccionador, que nos 
asegura que en cada laminilla tenemos una fracción representativa de la ZSV del cerebro 
de un ratón (Encinas and Enikolopov, 2008). 

 
El método fraccionador consiste en hacer cortes  de toda la zona sub ventricular y 

repartirlos en varios pozos de forma equitativa, de modo que el primer corte sea depositado 
en el primer pozo, el segundo en el segundo, y así sucesivamente hasta terminar con toda 
la zona sub ventricular.  En nuestro caso quedó contenida en 6 pozos diferentes (Figura 
10). 
 

Para contar las células positivas a BrdU  se contaron todas las células que eran 
positivas a DCX y BrdU. Para evitar sesgo al contar las células, se ignoran las células del 
plano focal más superficial y sólo se cuentan como válidas todas las células siguientes. 
 

Una vez que todas las células positivas a la marca de la sección representativa 
elegida se cuantifican, este número debe ser multiplicado por seis, que fue el número de 
fracciones en las que quedó dividido el cerebro. 
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Figura 10. Ejemplo de distribución  de los cortes obtenidos de un cerebro de ratón mediante el uso 
del método fraccionador. El uso de éste método permite obtener muestras representativas que 
permiten evaluar fácilmente toda la extensión de la zona del cerebro a estudiar (tomado y modificado 
de (Encinas and Enikolopov, 2008). 

 

12.6 Ensayos de migración in vitro. 

 

Los  ensayos de migración in vitro permiten estudiar los factores que influencian la 
migración de los precursores neurales desde el nicho neurogénico de la zona subventricular 
hacia el bulbo olfatorio. Se utilizó el protocolo descrito por (Durbec et al., 2008; Wichterle et al., 
1997a). 

1.- Se extrajo el cerebro a ratones de 6 días de nacidos 

2.- Se lavó con PBS  y después se colocó en medio de disección (Medio DMEM/F12, 

Penicilina/Streptomicina, HEPES).  

3.-Se cortó una rebanada del cerebro donde se puede ubicar la zona subventricular de 

pared lateral de los ventrículos y se cortó en fragmentos lo más pequeños posibles. 

4.- Los fragmentos se mantuvieron en hielo y se llevaron a la campana de flujo laminar 

donde se les retiró el medio de disección y se les agregó 15 µl de medio especial para los 

explantes (medio de cultivo DMEN-F12 suplementado con B27 1x y N2  1x, Pen/Strep 1x) 

y  45 μl de Matrigel, 
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5.- Los cultivos fueron mantenidos en una incubadora a 37°C con 5%de CO2.  

6.-Se tomaron fotografías a las 24 y 48 horas para registrar la migración alrededor de los 

explantes. Pasadas las 48 horas, los explantes fueron fijados con paraformaldehído al 4%  

durante 1 hora a temperatura ambiente. Para cuantificar distancia alcanzada por la 

migración celular se mide desde uno de los bordes del explante hasta el extremo líder de 

las cadenas migratorias, éste procedimiento se realiza cuatro veces y se hace un promedio 

para calcular la distancia media por explantes (Figura 11). 

 

 
 

Figura 11.  Diagrama de obtención de explantes de la ZSV de ratones postnatales. En a) podemos 
observar la región del cerebro que debe extirparse de la ZSV y la correspondiente localización en 
las cajas de cultivo donde crecerán, por otra parte en b) podemos observar el explante colocado en 
matrigel dónde se le dejará crecer. En c y d) se ejemplifica la obtención de los explantes a las 24 y 
48 hrs, mientras que en e) se ejemplifica la forma en que se mide el crecimiento de los explantes. 
Tomado y modificado de (Durbec et al., 2008). 

12.7 Western blot  

Para evaluar  la expresión de la PLPP3 y del receptor de S1P1 nos ayudamos de la técnica 

conocida como "western blot"  que se basa en la identificación de proteínas específicas 

mediante el uso de electroforesis para la separación de las proteínas y posterior 

identificación con anticuerpos específicos.  

 

1.- Utilizamos ratones de 8-10 semanas de edad a los que se les extrajo la ZSV y el 

hipocampo. 

2.- La ZSV y el hipocampo fueron lisados en buffer de extracción de proteínas P40 (50 mM 

Tris-HCl pH 8.0/150 mM NaCl/1% IGEPAL/1 mM Na2VO3/25 mM), NaF/1X cOmplete EDTA-

coctel libre de proteasas (Roche Molecular Diagnostics). 

3.- Las muestras fueron homogeneizadas y centrifugadas a 13,000 rpm durante 3 minutos 

4.- Se recuperaron los sobrenadantes y se determinó  la concentración de proteínas usando 

"DC Ptotein Assay Reagents (Bio-Rad) y BSA como estándar.  

5.- Se colocaron 40 microgramos de proteína por carril  y fueron separados por 

electroforesis en SDS-PAGE y transferidos en membranas de fluoruro polivinilideno o por 

sus siglas en inglés PVDF 
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6.- Las membranas de PVDF fueron bloqueadas con 5% (w/v) de leche/TBS-Tween. 

7.- Los anticuerpos primarios fueron agregados en la solución de bloqueo y fueron 

incubados  a 4°C durante toda la noche. 

● Anti-PLPP3 (1:2000, Sigma) 

● Anti-EGD1/S1P1 (1:3000, Santa Cruz) 

● Anti-GAPDH (1:3000, Millipore)  

 

8.- Se realizaron 3 lavados con TBS-T  

9.- Se adicionaron anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rábano (HRP) 1 

hora a temperatura ambiente (1:5000, SantaCruz). 

10.- La actividad de la peroxidasa fue visualizada utilizando el sistema para análisis de 

western blot ECL (Amersham, GE Healthcare)  o el sustrato Immobilon quioluminiscente de 

HRP para Western (Millipore). 
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13 Resultados 

13.1 Distribución y tipos celulares que expresan a la PLPP3 en el nicho de la ZV-

ZSV. 

El primer objetivo de este proyecto consistió en identificar en qué tipos celulares se expresa 

la PLPP3 en el nicho neurogénico de la ZV-ZSV. Para lograrlo, se hicieron 

inmunofluorescencias empleando diferentes marcadores para identificar los diversos tipos 

celulares del nicho.  

Inicialmente usamos un ratón reportero GFAP:EGFP que expresa a la EGFP bajo 

el promotor de la GFAP, el cual permite la identificación de progenitores neurales tipo B y 

astrocitos, y un anticuerpo específico para  PLPP3. Identificamos una amplia distribución 

de la PLPP3 en el cerebro de ratón adulto con una señal notablemente más intensa cerca 

de las paredes de los ventrículos laterales y casi ausente en las fibras del cuerpo calloso. 

Encontramos células que co-expresaron ambos marcadores en la zona subventricular 

(PLPP3+ y GFAP:EGFP+). De acuerdo a la citoarquitectura descrita de este nicho 

neurogénico la expresión de la enzima fue más intensa en lo que correspondería a células 

tipo B, las cuales rodeaban a cúmulos de células que no expresaron a la PLPP3 o la EGFP, 

y que podrían corresponder a grupos de neuroblastos (Figura 12, flecha amarilla). 

Notablemente observamos algunas células positivas para ambos marcadores que 

presentaban un proceso celular protruyendo hacia el ventrículo, tal y como se ha descrito 

para las células tipo B1 (Figura 12, flechas blancas). Fuera de la ZSV se pueden observar 

astrocitos parenquimales típicos, también positivos a ambos marcadores.  

Las células B también expresan otros marcadores de astrocitos como los 

transportadores de glutamato GLAST y GLT1 por lo que decidimos realizar una doble 

inmunodetección de GLT1 con PLPP3. Una gran ventaja de emplear a este marcador es 

que se expresa en el mismo compartimento celular que la PLPP3, es decir en la membrana 

plasmática. Pudimos verificar que tanto los astrocitos parenquimales como las CTN de la 

SZV co-expresan ambas proteínas (Figura 13). También fue muy interesante observar que 

la tinción contra PLPP3 siempre fue mucho más intensa en la ZSV que en el parénquima, 

y que la tinción de GLT1 fue más intensa que la de PLPP3 en el parénquima, sugiriendo 

que la enzima es mucho más abundante en las células de la ZSV que en las células del 

parénquima. No se observaron regiones que no coexpresaran ambos marcadores pero si 

se observaron zonas desprovistas de ambos marcadores en la ZSV, probablemente 

ocupados por TAPs o neuroblastos, ya que se sabe que estas no expresan GLT1. Estos 

datos sugieren que la PLPP3 se expresa abundantemente en las células B dentro de la 

ZSV. 
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Figura 12. Expresión de PLPP3 en la zona subventricular de un ratón GFAP::EGFP. Puede 
observarse que la expresión de EGFP es abundante en la SZV y que algunas células co-expresan 
(flechas blancas) tanto PLPP3 como EGFP, tienen la morfología y localización típicas de las células 
troncales neurales con características B1. Además hay grupos de células en la ZV-ZSV que no 
expresan PLPP3 o EGFP (flechas amarillas).   
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Figura 13. Inmunoflurescencia contra GLT1 y PLPP3. a) Expresión de PLPP3 en la zona 
subventricular y parenquimal  b) El patrón de expresión de GLT1 presenta gran similitud con el de la 
PLPP3 pero es más homogéneo. c) Conjunción de los tres canales.  

 

Para para probar la idea anterior realizamos ensayos con un anticuerpo contra la 

proteína nestina, la cual se expresa en CTNa y TAPs (Figura 14). Como era de esperarse 

se observaron células positivas a nestina, correspondientes a las poblaciones de células 

ependimales, CTNa y TAPs sin embargo, encontramos diversidad en cuanto a la co-

expresión de ambos marcadores. Las células ependimales no se observaron positivas a 

PLPP3. En la ZSV se identificaron: 1) células que aparentemente co-expresan ambos 

marcadores (nestina es un filamento intermedio mientras que PLPP3 se expresa 
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primordialmente en la membrana plasmática por lo que no se observa co-localización), 2) 

células sólo positivas a PLPP3 con morfología B1 y 3) células sólo positivas a nestina en la 

ZSV más profunda. Dado que nestina se expresa en CTNa y en TAPs pero no en CTNq, es 

de suponer que las células PLPP3+ con morfología B1 que no expresan nestina, 

corresponden a CTNq. Por otro lado, las células con o sin morfología B1 distinguible que 

parecen co-expresar ambos marcadores deberían corresponder a CTNa y/o TAPs. 

Finalmente la población que es solo positiva a nestina podría corresponder a TAPs previas 

a dividirse para dar origen a neuroblastos. Esta útima idea se apoya en la observación de 

que todas las células que expresaron GLT1 co-expresaron PLPP3 y por lo tanto no podrían 

ser TAPs. En conjunto estas observaciones sugieren que la PLPP3 se expresa en CTNq y 

CTNa pero no en células del epéndima ni en TAPs. 

 

Como se mencionó, el patrón de expresión de la PLPP3 en la ZV-SZV sugirió que 

ésta no se expresa en neuroblastos (cúmulos de células desprovistos de la expresión de la 

enzima). Para corroborar esta idea realicé una doble inmunofluorescencia empleando un 

anticuerpo anti-DCX, un marcador específico de neuroblastos. Como se observa en la figura 

15, efectivamente los cúmulos de células desprovistos de PLPP3 correspondieron a 

neuroblastos, lo que indica que la PLPP3 no se expresa en este tipo celular. Adicionalmente 

se pudieron detectar algunas células contiguas a los neuroblastos que no fueron positivos 

a DCX ni tampoco estaban rodeadas por señal positiva de PLPP3 en su superficie. Estas 

células probablemente correspondan a TAPs (asteriscos). 

 

Finalmente para analizar si la PLPP3 se encuentra en células que expresan al 

marcador de células ependimales y de astrocitos protoplásmicos estriatales maduros, 

utilizamos el marcador S100B. Este marcador no se expresa en las células B. Como se 

muestra en la figura 16, en la pared del ventrículo, sólo las células del epéndima 

presentaron una abundante tinción contra S100B, mientras que la expresión de la PLPP3 

se vio claramente restringida a la ZSV. Debido a la elevada intensidad de la señal de S100B 

en el epéndima, las condiciones de adquisición óptimas empleadas en las fotos de la figura 

no permiten observar claramente la tinción de este marcador en los astrocitos 

parenquimales, en los cuales se observó co-expresión con la PLPP3 (dato no mostrado).  

 



   
 

36 
 

 
Figura 14. Inmunofluorescencia de la zona subventricular contra PLPP3 y Nestina, el cual marca 
progenitores neurales (tipo B activados y tipo C), además de las células del epéndima, las cuales a 
pesar de ser positivas al marcador, son PLPP3 negativas (señalado con flecha) ) Expresión de 
PLPP3 en SZV, b) El anticuerpo contra nestina sólo permite ver algunos procesos celulares. c) 
Conjunción de todos los canales, los núcleos están marcados con Hoechst.  
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Figura 15. Inmunofluorescencia para evaluar la expresión de PLPP3 y DCX (marcador de 
neuroblastos) a) Se pueden ver los cúmulos de neuroblastos que se forman en la SVZ. b) y c) Las 
células positivas a Dcx no lo son para PLPP3, pero se encuentran rodeadas por células positivas a 
PLPP3. d) Conjunción de todos los canales permite ver los núcleos y a la proteína PLPP3 rodeando 
una cadena de neuroblastos.  
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Figura 16 Inmunofluorescencia de la zona subventricular contra PLPP3 y S100B , el cual  es un 
marcador que comúnmente se usa para visualizar astrocitos y células del epéndima. Esta 
combinación de marcadores nos permitió confirmar que las células del epéndima de la ZSV no 
expresan la proteína PLPP3. En el panel a )c) Conjunción de todos los canales, los núcleos están 
marcados con Hoechst. 

 

13.2 Expresión del receptor S1P1 en el nicho de la ZV-ZSV. 

 

Como se mencionó en la introducción la S1P es importante para mantener la quiescencia 

en las CTN de este nicho y el mRNA del receptor S1pr1, es el que más abundantemente 

se expresa en las paredes de los ventrículos laterales sin embargo, se desconoce cómo 
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está distribuida la proteína y en qué tipos celulares se expresa en este nicho. Por este 

motivo decidimos analizar la expresión del S1P1 en secciones de cerebros de ratones que 

portaban el reportero GFAP::EGFP, para así establecer si su expresión muestra alguna 

similitud con PLPP3. No pudimos realizar dobles inmunolocalizaciones debido a que ambos 

anticuerpos están derivados en la misma especie. 

 

Sorprendentemente, el patrón de expresión observado para el S1P1 fue 

extraordinariamente similar al de la PLPP3, tanto topográficamente como subcelularmente 

(proteína en membrana plasmática). Su distribución también es amplia en el cerebro de 

ratón adulto con una señal notablemente más intensa en la ZSV. Dentro de esta última, se 

observaron células positivas al reportero EGFP con morfología de células B1 y B2, ambas 

rodeadas por una intensa señal del receptor (Figuras 17). 

 

13.3 Efecto de la asusencia de la PLPP3 en la expresión del receptor S1P1. 

 

En conjunto nuestras observaciones sugirieron que la expresión de la PLPP3 podría estar 

jugando un papel relevante en la función de las CTN y progenitores neurales a través de la 

regulación de lípidos bioactivos producidos en este nicho. Con la finalidad de saber si la 

señalización mediada por el S1P1 podía estar afectada en animales deficientes en PLPP3 

en el SNC, medimos la expresión del receptor a partir de extractos proteicos obtenidos de 

muestras que contenían la ZSV y del hipocampo de animales mutantes (Plpp3ΔF/ΔF) y control 

(Plpp33 F/F) (Figura 18). Como puede verse en el panel a) se observó una reducción muy 

drástica de la expresión de las bandas de 37-39 kD, correspondientes al S1P1, en ambos 

tejidos neurogénicos mutantes en comparación con sus tejidos control. Este resultado 

puede explicarse por una desensibilización del receptor causada por un exceso de S1P 

disponible en tejido mutante, lo cual provoca que el receptor se internalice y degrade. Un 

resultado similar se observó al analizar la expresión del receptor por inmunofluorescencia 

(Figura 19). Notablemente, la expresión del receptor se regula a la baja no sólo en la ZSV 

sino en todo el parénquima, sitio donde también se expresa la PLPP3. 
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Figura 17 Expresión del receptor S1P1 y de GFAP (GFAP:EGFP) en una sección vista con 

microscopio confocal (60x, zoom 2.5x),. a) Se observan células positivas a EGFP en una región de 

la ZSV. Algunas de estas se ven rodeadas por la tinción del S1P1. También se puede observar que 

el patrón de expresión del receptor es muy parecido al de la PLPP3. Nótese que células con 

morfología típica de célula tipo B1 y B2 en la ZSV (flechas y puntas de flecha respectivamente). d) 

conjunción de los canales.   
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Figura 18. Western blot para detectar la presencia del S1P1. En el ratón mutante, es posible ver que 
el receptor está disminuido con respecto al ratón control, lo que podría deberse a un fenómeno de 
desensibilización. 
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Figura 19. Inmunofluorescencia para el S1P1. Se puede observar que la tinción del receptor en la 
ZSV y el parénquima es casi inexistente. La tinción remanente en las células ependimales 
corresponde a pegado inespecífico.  

 

13.4 Alteraciones en la generación de neuroblastos en ausencia de la PLPP3 

 

Nuestros datos en conjunto sugirieron que la PLPP3 efectivamente puede estar jugando un 

papel importante en regular el estado de activación de las CTN de nicho de la ZV-ZSV a 

través de la regulación de los niveles extracelulares de S1P. Con la finalidad de corroborar 

esta idea evaluamos si existían cambios en la proporción de neuroblastos generados a 

partir de precursores neurales. Se siguió un protocolo de incorporación de BrdU que 

consiste de administración de BrdU cada 12 horas durante cuatro días, más 14 días de 
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espera antes de sacrificar a los individuos. Hasta la fecha, se han preparado y analizado 

dos parejas de animales control y mutantes marcados con este protocolo. Se analizaron las 

imágenes tomadas con el microscopio confocal FV10i y se contaron las células positivas a 

BrdU así como las doblemente marcadas con BrdU y Dcx SZV. El análisis preliminar de 

estas muestras sugiere que en los animales mutantes hay un número mayor de 

neuroblastos positivos a BrdU comparado con los animales control (Figura 20).  

 

 Estos resultados preliminares pueden explicarse de diferentes maneras. 1) Que las 

CTNq de este nicho se activan con más frecuencia o 2) que los neuroblastos tengan una 

migración retrasada por alteraciones en el microambiente que promueva que un número 

mayor de ellos permanezcan más tiempo en la ZSV. Establecer si se trata de la primera 

opción requiere de experimentos complejos y de largo plazo por lo que decidimos explorar 

la segunda hipótesis. 

 

13.5 Ensayos de migración de neuroblastos in vitro  

 

Para evaluar la capacidad de migración de los neuroblastos, se hicieron ensayos de 

migración in vitro empleando explantes de ZSV de animales postnatales de ambos 

genotipos. Para comparar sí la migración de neuroblastos mutantes se modifica, se tomaron 

fotografías a las 24 y 48 horas de cultivo (Figura 21). A simple vista no fue posible observar 

grandes diferencias entre el grupo control y el grupo mutante sin embargo, será necesario 

realizar análisis más detallados que nos permitan concluir si existen o no diferencias en el 

comportamiento migratorio de los neuroblastos provenientes de explantes de la ZSV de 

animales que carecen de la PLPP3.  
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Figura 20 (a,b) Inmunofluorescencias  representativas de ventrículos laterales realizadas de acuerdo 
al segundo protocolo de incorporación de BrdU, las flechas amarillas indican células que co-localizan 
para BrdU  y Dcx mientras que la flecha blanca  muestra una célula que sólo es positiva para BrdU. 
c) Gráfica de células positivas para BrdU totales en las que en rojo se muestra la proporción de 
células que fueron positivas para DCX y BrdU.  
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Figura 21. Explantes de ventrículo para analizar la migración de neuroblastos, fotografías tomadas 

48 horas después de la obtención de los cultivos de zona subventricular. Se pueden observar la 

formación de cadenas migratorias en la periferia de los explantes las cuales se desplazaron en 

distintas direcciones. 
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14  Discusión 

 

Como se mencionó en la introducción, no ha sido sino hasta fechas recientes que se 

comenzó a indagar qué papel juegan algunos lípidos bioactivos en la neurogénesis 

adulta, y el conocimiento en este tema aún es escaso. De particular interés para 

nuestro grupo, que está enfocado en entender el papel de un grupo de 

lisofosfolípidos bioactivos en la regulación de diversos procesos del desarrollo a 

través de estudiar una enzima que los metaboliza, es el aparente papel de la S1P 

en la regulación del estado quiescente de las CTN del nicho de la ZV-ZSV (Codega 

et al., 2014a). En este sentido, trabajos previos de nuestro grupo y colaboradores 

demostraron que la PLPP3 regula la disponibilidad de la S1P y la señalización del 

receptor S1P1 en varios sistemas, produciendo una importante regulación a la baja 

de la expresión en superficie del S1P1 (Bréart et al., 2011; Gomez-Lopez et al., 2016; 

Lopez-Juarez et al., 2011) Adicionalmente el transcrito, tanto de Plpp3 como del 

receptor S1pr1 son muy abundantes en ambos nichos neurogénicos adultos es decir 

la zona subgranular del giro dentado del hipocampo, y en la zona subventricular de 

los ventrículos laterales. Estas evidencias nos sugirieron que la concentración de 

S1P, y por lo tanto de su señalización, puede ser regulada por la PLPP3 en el nicho 

de la ZV-ZSV y de esa forma regular la neurogenesis de este nicho. 

Como una primera aproximación para resolver algunas de estas interrogantes en 

este trabajo realizamos un análisis de la expresión de la PLPP3 y el S1P1, en combinación 

con otros marcadores, y exploramos si la ausencia de la enzima tiene algún efecto sobre el 

receptor y la neurogénesis del nicho de la ZV-ZSV. 

 Empleando una batería de marcadores pudimos establecer que las CTN de este 

nicho expresan a la enzima en niveles aparentemente más abundantes que en astrocitos 

maduros. Adicionalmente establecimos que la PLPP3 no se expresa en células del 

epéndima, TAPs o neuroblastos.  

Dentro de las CTN nuestros datos también sugieren que la enzima se expresa tanto 

en CTNq como CTNa, y que se regula a la baja conforme progresa la formación de 

neuroblastos. Esta observación se apoya en el hecho de que las CTNq no expresan al 

marcador Nestina (Lim and Alvarez-Buylla, 2016) y que nosotros observamos células 

positivas a PLPP3 con morfología de células B1 (con su proceso apical viendo hacia el 

ventrículo) que no expresaron al mencionado filamento intermedio. Adicionalmente, 

observamos células con morfología de células B que aparentemente co-expresaron ambos 

marcadores. Expresamos cierta reserva respecto a la co-expresión visual ya que ambas 

proteínas se expresan en compartimientos diferentes de la célula (PLPP3, principalmente 

en la membrana plasmática y nestina en filamentos intermedios dentro del citoplasma), lo 

que dificulta establecer concluyentemente la co-expresión. Un análisis empleando otros 

marcadores, como por ejemplo el EGFR que también se expresa en membrana plasmática, 

nos permitirían confirmar nuestra observación. 
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A pesar de lo anterior, nuestra sugerencia de que la PLPP3 se expresa sólo en 

ambos tipos de CTN está apoyada por análisis transcriptómicos de poblaciones o células 

únicas asiladas de este nicho(Codega et al., 2014a; Llorens-Bobadilla et al., 2015b). 

Doetsch y colaboradores en el 2014, encontraron que el transcrito de Plpp3 es uno de los 

tantos transcritos que se expresan diferencialmente entre ambos tipos de CTN, 

encontrando hasta 5 veces mayor número de transcritos en las células CTNq (GFAP+; 

CD133+; EGFR-) que en las CTNa (GFAP+; CD133+; EGFR+; Nestina+). Nosotros no 

observamos, de forma evidente, la existencia de dos poblaciones con niveles diferentes de 

expresión de PLPP3 en las células de la ZSV. Esto puede deberse a que la enzima tenga 

una vida media tal que no refleje tan estrechamente el nivel de transcripción de su gen o 

que la técnica de inmunofluorescencia no nos permitió detectar cambios.  

Codega y colaboradores sólo analizaron el transcriptoma de las CTNq y las CTNa 

por lo que en su estudio no se realizó un análisis de otros tipos de células del nicho. 

Nosotros observamos que la PLPP3 deja de expresarse una vez que las células toman el 

fenotipo de células C (TAPs).  

En la literatura se ha establecido a las células tipo B1, es decir con un proceso apical 

de vista a los ventrículos, como los elementos activos de la neurogénesis, sin embargo se 

ha hecho de lado la población de células tipo B2, probablemente por la falta de marcadores 

específicos que permitan la diferenciar ambas poblaciones. Por la distribución topológica 

de las células positivas a PLPP3 en la SZV y los análisis transcriptómicos existentes, es 

tentador especular que la mayoría de las células B2 representen a la población de CTNq y 

que durante el proceso de activación (CTNq>CTNprimed>CTNa1>CTNa2, (Llorens-

Bobadilla et al., 2015b)estas se transloquen a la porción ventricular. A la fecha no existen 

evidencias que apoyen esta idea principalmente por la falta de marcadores, sin embargo 

recientemente se ha descrito que las células con morfología B1 son capaces de transitar a 

células con morfología B2(Obernier et al., 2018), lo cual pone de maniefiesto el 

comportamiento dinámico de la población de CTN.  

En este sentido, y dado que se expresa en la superficie celular, PLPP3 podría 

emerger como una herramienta importante para estudiar las CTN de este nicho. La limitante 

actual es contar con un buen anticuerpo que reconozca a una regíon extracelular de la 

proteína, los actuales reconocen sólo a la proteina de humano y no son muy específicos. 

De contar con este anticuerpo se podría emplear para separar poblaciones celulares por su 

grado de expresión y posterior caracterización. 

Una conclusión colateral de nuestro estudio es que, al igual que GLAST y GLT1, 

PLPP3 parece un marcador más general de astrocitos en el cerebro. Esto se desprende de 

los experimentos de inmunolocalización en el ratón reportero Gfap::Egfp y dobles tinciones 

contra S100B. Observamos muchas más células que expresaron la PLPP3 en la región del 

estriado que los que expresaron ambos marcadores. Estas observaciones pueden 

explicarse de dos maneras. Una es que el promotor de GFAP usado en este transgénico 

no sea muy eficiente en ratón. Otra posibilidad, y que es por la que nos inclinamos, es que 

la PLPP3 detecta a una población más amplia de astrocitos. Se sabe por ejemplo que no 
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todos los astrocitos expresan GFAP y que del grupo de astrocitos que sí expresan esta 

proteína, sólo somos capaces de  ver una pequeña proporción de sus procesos, ya que la 

mayoría de los finos procesos astrocíticos son GFAP negativos. Es decir GFAP sólo permite 

visualizar el 15% del total de un astrocito (Kimelberg, 2004; Oberheim et al., 2012). Estas 

observaciones apoyan la heterogeneidad de los astrocitos cuyos marcadores pueden 

indicar cierta especialización entre ellos. Por ejemplo, PLPP3 se expresa en el cerebelo 

adulto en la glía de Bergmann pero está ausente en los astrocitos protoplásmicos de la 

región de la médula cerebelar (Lopez-Juarez et al., 2011). GLAST, GLT1 y PLPP3 se 

expresan en la mayoría de los astrocitos del bulbo olfatorio, pero en los tubos gliales que 

rodean a las cadenas de neuroblastos migratorios GLT1 no se expresa o se expresa en 

niveles muy reducidos, mientras que PLPP3 se expresa en este tipo de astrocitos muy 

abundantemente (Rivera-Álvarez, 2017), Rivera-Alvarez et al, en preparación. Sería 

interesante identificar las regiones regulatorias que permiten la expresión del Plpp3 en las 

CTN y no es otro tipo de astrocitos para lograr manipulaciones genéticas restringidas a esta 

población. 

  Respecto a la expresión del receptor S1P1 en la SZV fue sorprendente observar una 

gran similitud en el patrón de expresión de este receptor con respecto al de la PLPP3 en la 

ZSV, incluyendo la presencia de células que expresan el receptor y que tienen una 

localización y morfología típicas de CTN tipo B1 y B2. Por lo anterior sugerimos que tanto 

la enzima como el receptor se co-expresan en los mismos tipos celulares. Dado que ambos 

anticuerpos fueron generados en la misma especie, en el laboratorio actualmente se trabaja 

en otro acercamiento que nos permita corroborar esta idea, usando  un ratón que expresa 

a la β-galactosidasa dirigida por las regiones regulatorias endógenas del gen 

Plpp3(Escalante-Alcalde et al., 2009). A pesar de estas dificultades técnicas vale la pena 

hacer notar que en los trabajos de (Codega et al., 2014a; Llorens-Bobadilla et al., 2015b), 

se observó que el receptor S1pr1 es el único receptor de S1P que se expresa en la 

población de CTN de la ZSV, lo que apoya nuestras observaciones. 

 Reportes previos de nuestro grupo y nuestros colaboradores han demostrado que 

la PLPP3 juega un papel fundamental en construir gradientes de S1P en varios órganos, 

incluido el cerebelo, lo cual tiene un impacto en la señalización y expresión en superficie 

del receptor S1P1 (Bréart et al., 2011; Lopez-Juarez et al., 2011; Ramos-Perez et al., 2015). 

Para probar la hipótesis de que la PLPP3 podría contribuir a la regulación de la activación 

de las CTN a través de regular los niveles de S1P en la ZSV evaluamos la expresión del 

S1P1, en el nicho de la zona sub-ventricular de animales que carecen de la PLPP3 en 

sistema nervioso. Pudimos observar que la expresión de este receptor prácticamente 

desaparece del tejido neural de los cerebros de ratones que carecen de la actividad de 

PLPP3. Esto sólo puede explicarse por un aumento en la concentración extracelular de S1P 

la cual a su vez produce la desensibilización homóloga del receptor.  

Lo anterior nos llevó a preguntarnos si la ausencia de la enzima también tendría 

impacto sobre la neurogénesis de este nicho. Para abordar esta pregunta realicé 

experimentos donde se administraron 8 pulsos de BrdU durante 4 días para marcar la 

población de CTN y TAPs que se encontraban en proliferación en la ZSV durante ese 
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periodo. Los animales de ambos genotipos se sacrificaron 14 días después del último pulso 

y se cuantificó el número de neuroblastos marcados con BrdU, en una fracción 

representativa de toda la ZSV. Resultados preliminares del análisis de dos pares de 

animales (mutantes y controles) arrojaron que en los animales mutantes había 30% más 

células doblemente marcadas que en sus controles respectivos. Además también se 

encontraron 40% más células marcadas sólo con BrdU en mutantes que en sus controles. 

Estos resultados pueden explicarse de diferentes formas.  

Por ejemplo, una activación más frecuente de las CTNq por la ausencia de la PLPP3 

redundaría en un mayor número de neuroblastos doblemente marcados y el agotamiento 

prematuro de la poza de CTN. Alternativamente, defectos en la migración de los 

neuroblastos podría provocar que un mayor número de ellos no salieran de la ZSV o que 

sobrevivan mejor bajo el microambiente generado por la mutación. Sin embargo, también 

es intrigante haber encontrado mayor número de células positivas sólo a BrdU en la ZSV. 

Lo anterior puede sugerir que un mayor número de CTNa regresó al estado quiescente o 

que diferenciaron a otro tipo celular (i.e. astrocitos).  

Recientemente se observó en el laboratorio (José Rivera-Álvarez et al, en 

preparación) que en la ZSV de ratones mutantes hay una reducción de alrededor del 20% 

en el número de células que se encuentran mitóticamente activas (Ki67+) respecto a los 

animales control. Dicha observación puede sugerir una menor activación y por lo tanto 

mayor número de CTNq o un agotamiento prematuro de la poza de CTN. Se requiere 

aumentar la n de estos experimentos y hacer cuantificaciones más extensiva para poder 

concluir algo de estos experimentos así como, de confirmarse estas observaciones, diseñar 

otras estrategias para contestar las nuevas interrogantes que surgieron. 

Debe destacarse que en un trabajo realizado previamente en el laboratorio 

(Cotzomi-Ortega, 2015, Cotzomi-Ortega et al, en preparación) se observó un resultado 

inverso al realizar el mismo protocolo de administración de BrdU en el nicho neurogénico 

del hipocampo. Se detectó una reducción de hasta 35% en el número de neuroblastos 

formados respecto a los controles, y una reducción de aproximadamente 50% en el número 

de CTN/progenitores neurales tempranos (un pulso de dos horas) en animales mutantes 

también de 8 semanas. Sí estas aparentes contradicciones en la cinética de proliferación y 

diferenciación de neuroblastos entre los dos nichos se deben, a características particulares 

entre ambos nichos o a la predominancia de un sistema de señalización particular (ya sea 

por LPA o S1P) presente en diferentes proporciones en ambos nichos neurogénicos, 

deberá determinarse en el futuro. 

En este punto, independientemente del mecanismo, es claro que la ausencia de la 

PLPP3 tiene efectos sobre la neurogénesis de este nicho. Dichas alteraciones podrían 

deberse al incremento de S1P extracelular lo cual no solo puede tener efectos sobre la 

expresión/señalización del receptor S1P1 en CTN, sino sobre otros receptores expresados 

en otros tipos celulares del nicho. 

En este sentido, la alteración más clara observada en los cerebros deficientes en 
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PLPP3 es la regulación a la baja del S1P1 en astrocitos y CTN del nicho. Si este evento 

evita que la S1P mantenga el estado quiescente de las CTN (promoviendo su activación) o 

si la señalización remanente evita su activación aún deberá definirse. Tampoco podemos 

descartar que la ausencia de la enzima también tenga algún efecto en los niveles y 

señalización mediada por LPA ya que también se vio expresión diferencial entre CTNq y 

CTNa de  un receptor de LPA (Lpar4, 2.7 veces de diferencia) y de la enzima que sintetiza 

LPA (Enpp2/Autotaxina, 9.2 veces de diferencia) en los datos transcriptómicos de Codega 

y colaboradores. Otros experimentos son necesarios para establecer exactamente que vías 

son responsables de los efectos observados. 

 

15 Conclusiones 

● PLPP3 se expresa en CTN del  nicho neurogénico de la ZV-ZSV, así como en los 

astrocitos del parénquima. 

La expresión de PLPP3 desaparece conforme avanza el proceso de diferenciación, 

estando ausente en TAPs, neuroblastos y células del epéndima.  

El receptor S1P1 también se expresa en CTN y tiene un patrón de distribución similar 

al de la PLPP3 en la ZV-ZSV. 

La ausencia de la PLPP3  provoca un incremento del S1P extracelular, indicado 

por regulación a la baja del S1P1 en el nicho neurogénico de la ZV-ZSV.  

● La carencia de PLPP3 provoca un aparente  un incremento en el número de 

neuroblastos generados. Más estudios se requieren para determinar si este 

resultado se debe a la activación prematura de las CTNq o a otro mecanismo. 
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16 Perspectivas 

- Ampliar los análisis de expresión de PLPP3 en la ZSV, usando anticuerpos 

específicos para la identificación de cada elemento de la ZSV, por ejemplo EGFR, 

para la identificación de CTNa y células tipo C.  

 

- Corroborar la co-expresión de PLPP3 y del receptor de  S1P en las CTN del nicho 

-galactosidasa de 

nuestro reportero de Plpp3.  

 

- Aumentar el número de experimentos del protocolo de administración de BrdU 

empleado en este trabajo para obtener información concluyente sobre la formación 

de neuroblastos en ausencia de PLPP3 e identificar a que tipo celular corresponden 

las células que permanecen marcadas con BrdU en la ZSV (i.e. CTN o atrocitos) 

  

- Diseñar estrategias para definir si la mutación produce una menor activación y por 

lo tanto mayor número de CTNq o un agotamiento prematuro de la poza de CTN. 

Por ejemplo, implementar ensayos de administración de BrdU, que nos permitan 

seguir el destino a largo plazo de las poblaciones de CTN en la ZSV y marcados de 

corto plazo (2hrs) para evaluar la cantidad de células en división. Cuantificar el 

número de células mitóticamente activas (Ki67) en la ZSV de animales de diferentes 

edades para explorar si hay un agotamiento prematuro de las CTN del nicho. 

 

- Establecer estrategias para analizar si la regulación a la baja del receptor S1P1 en 

cerebros deficientes en PLPP3,  es el mecanismo que da origen a las alteraciones 

observadas. 
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