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La hidrocefalia per se no modifica la proliferacion
ni las cadenas de migracion de neuroblastos
en la zona subventricular (ZSV)

Oscar Gonzélez-Pérez*

Laboratorio de Neurociencias, Facultad de Psicologia, Universidad de Colima, Colima, Col.; Departamento de Neurociencias, Centro
Universitario de Ciencias de la Salud, Universidad de Guadalajara, Guadalajara, Jal.

Resumen

Antecedentes: Defectos genéticos de la movilidad ciliar indican que los cilios del epéndimo contribuyen no sdlo al movi-
miento del liquido cefalorraquideo (LCR), sino también al direccionamiento de los neuroblastos migradores de la ZSV. Sin
embargo, tales alteraciones ciliares se asocian a hidrocefalia secundaria. Objetivo: Determinar si la hidrocefalia per se afecta
al patron de migracion y la proliferacion de neuroblastos de la ZSY, el principal nicho de células madre neurales (CMN) del
cerebro adulto. Método: A ratones de la cepa Balb/C de 60 dias posnatales (P60) se les introdujo quirdrgicamente una ldmina
de acetato de vinilo en el antro del acueducto de Silvio (AS). Siete dias después analizamos la dilatacion ventricular, el
numero de progenitores neurales proliferativos y neuroblastos migradores, y la organizacion de las cadenas de neuroblastos.
Resultados: Este modelo de hidrocefalia obstructiva parcial indujo un incremento de los ventriculos laterales. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en proliferacion celular: control: 13 + 2.2 versus grupo hidrocefélico: 11 + 2.9 células
por campo, ni en el nimero de neuroblastos: control: 32 + 3.6 versus grupo hidrocefdlico: 27 + 4.8 células por campo. No
se observaron cambios en el patron de migracion de neuroblastos. Conclusion: La hidrocefalia subcronica no modificd la
proliferacion de precursores neurales ni el patron de migracion de los neuroblastos de la ZSV. Esto sugiere que solamente el
flujo del LCR y las proteinas sefalizadoras disueltas en él son los principales reguladores de la migracion neuronal in vivo.
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Abstract

Background: Genetic mutations that affect cilia beating have shown that ependymal cilia not only contribute to the
movement of cerebrospinal fluid, but also to direct migratory neuroblasts in the subventricular zone. These ciliary disturbances
are associated with hydrocephalus. Objective: To determine whether hydrocephalus per se alters migration and proliferation
of neuroblasts in the subventricular zone, the largest niche of neural stem cells in the adult brain. Methods: A vinyl acetate
film was surgically inserted into the atrium of the Aqueduct of Sylvius of P60 Balb/C mice. Seven days later, we analyzed
the ventricular dilatation, the number of proliferative neural progenitors and migratory neuroblasts, and the organization of
neuroblast chains. Results: This model of obstructive hydrocephalus increased the size of the lateral ventricles. No
statistically significant differences in cell proliferation (controls 13 + 2.2 vs. the hydrocephalic group 11 + 2.9 cells per
field) or in the number of neuroblasts (controls 32 + 3.6 vs. the hydrocephalic group 27 + 4.8 cells per field). No differences
were observed in the migration pattern of neuroblasts. Conclusion: Sub-chronic hydrocephalus did not modify the
proliferation of neural precursors or the migration pattern of neuroblasts in the subventricular zone. This suggests that
only the CSF flow and the dissolved signaling proteins are the main regulators of the neuronal migration in vivo.
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|ntroducci6n

En el cerebro adulto, la ZSV se localiza en las paredes
de los ventriculos laterales™® y en ella residen CMN,
las cuales originan neuronas jovenes (neuroblastos)
gue migran con un patréon denominado «en cadena»
hacia el bulbo olfatorio®*. Recientemente, se demostro
que las CMN producen oligodendrocitos in vivo, los
cuales migran predominantemente hacia el cuerpo ca-
lloso vy la fimbria fornix®®. Estas CMN pertenecen a una
variedad especial de astrocitos, denominados células
de tipo-B17, los cuales, al dividirse, dan origen a pro-
genitores secundarios denominados células amplifica-
doras de transito (células de tipo C), que a su vez se
diferencian en neuroblastos (células de tipo A) y pre-
cursores oligodendrogliales®?.

Las células ependimarias adyacentes a la ZSV des-
empefian un papel fundamental en el control del linaje
y la migracion celular de esta region®. Los cilios de las
células ependimarias contribuyen al flujo intracerebral
del LCRy al desarrollo cerebral armoénico” ' dentro del
intrincado sistema ventricular cerebral'. De hecho, los
pacientes con discinesia ciliar primaria presentan hi-
drocefalia y alteraciones en el desarrollo neuronal'3-16,
Esto ha sido demostrado en modelos experimentales
con defectos genéticos que alteran la movilidad ci-
liar'”'® o la ciliogénesis'®?!. Un estudio realizado en
ratones Tg7370rpk, que poseen un alelo hipomorfico
de Polaris (esencial para la ciliogénesis), mostré que
el movimiento ciliar del epéndimo, no sélo contribuye
a mantener el flujo del LCR, sino también al direccio-
namiento de la migracion tangencial de las cadenas
de neuroblastos rumbo al bulbo olfatorio?®. Sin embar-
go, un estudio en ratones con ciliogénesis alterada
impide descartar si la alteracion migratoria de los neu-
roblastos se debe al efecto mecanico de la presion
hidrostéatica secundaria a la hidrocefalia o a la disrup-
cién del movimiento ciliar propiamente dicha. El obje-
tivo del presente estudio fue determinar si la hidroce-
falia por si misma produce alteraciones en el patrén
de migracion y la proliferacion de neuroblastos en la
ZSV, el principal nicho de CMN del cerebro adulto.
Para ello se disefio y utilizé un modelo de hidrocefalia
progresiva en roedores que no altera la integridad del
epéndimo adyacente a la ZSV. Los presentes hallazgos
indican que este modelo de hidrocefalia obstructiva es
bien tolerado por los sujetos experimentales. Asimis-
mo, encontramos que la acumulacion de LCR per se
no produce cambios significativos en la proliferacion
y migracion de neuroblastos, lo cual da soporte a la
aseveracion de que el movimiento del LCR vy las

proteinas sefalizadoras presentes en él son los prin-
cipales reguladores de la migracion neuronal in vivo.

Materiales y método
Animales experimentales

Se utilizaron ratones de la cepa Balb/C de P60, los
cuales fueron alojados en condiciones estandar de
bioterio y cuyo manejo se realizéd de acuerdo a los li-
neamiento establecidos por el Comité para el Cuidado
y Manejo de Animales de Laboratorio de la Universi-
dad de Colima. Se formaron dos grupos de 10 anima-
les cada uno: el grupo de cirugia simulada y el grupo
hidrocefalico. Este ultimo grupo fue sometido a un
procedimiento de obstruccion quirdrgica parcial del
antro del AS que se describe mas adelante.

Modelo de hidrocefalia

Fue inducido un hidrocéfalo obstructivo mediante la
colocacion de una ldmina de acetato de vinilo de 3.0
x 0.5 x 0.1 mm (longitud, anchura y espesor, respec-
tivamente) en el antro del AS (Figs. 1 Ay B). Para ello,
los ratones fueron anestesiados con 0.4 ml de una
solucion al 1.25% de avertin (2,2,2-tribromoetanol en
hidrato de amileno); se les realizé tricotomia craneal y
se colocaron en un aparato estereotaxico (Stoelting,
Wood Dale, IL) acondicionado con un colchoén térmico
precalentado a 37 °C. Previa antisepsia de la region,
se procedid a realizar una incisién de 10 mm en la li-
nea media craneal. Se localiz y marcé la coordenada
0 mmy —2.6 mm, anterior-posterior y lateral en relacion
con Bregma, respectivamente. Enseguida, se horadd
la béveda craneal con una fresa de carburo de 1 mm
de didametro y se introdujo la lamina de acetato de
vinilo a una profundidad de 3 mm por debajo de la
superficie cerebral. Antes de introducir la lamina plas-
tica, se aplic6 un empaquetamiento cuidadoso con
gelatina homeostatica absorbible (Surgifoam®, Ethi-
con) sobre la vena interhemisférica para prevenir y/o
reducir el posible sangrado de la misma. Una vez in-
troducido el dispositivo, se aplicd una presion ligera
sobre la herida quirdrgica durante 1 min; una vez ve-
rificada la ausencia de sangrado, se procedi¢ al cierre
de la herida quirdrgica con n-butilcianoacrilato (Vet-
bond 3M®). Finalmente, los animales fueron colocados
para su recuperacion en una caja de bioterio limpia
y tibia. Los animales del grupo de cirugia simulada
fueron sometidos al mismo procedimiento, pero sin la
introduccioén de la lamina de acetato de vinilo.
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Figura 1. Modelo de hidrocefalia obstructiva en ratén. Dibujos es-
quematicos de un corte coronal (A) y uno sagital (B) del cerebro
de ratén que muestran la posicion donde la lamina obstructiva fue
colocada. La hidrocefalia fue producida mediante la colocacion de
una lamina de acetato de vinilo, de 3.0 mm de largo x 0.5 de ancho
y 0.1 de espesor, dentro del atrio del AS durante siete dias. 3V:
tercer ventriculo; 4V: cuarto ventriculo.

Obtencion de tejidos

Siete dias después de la cirugia, todos los animales
fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal
de pentobarbital sédico (50 mg/kg) y sacrificados
por perfusion intravascular. La perfusién se inicio
con 150 ml de solucién salina fisiolégica, seguidos de
150 ml de solucién fijadora compuesta por un 4%
de paraformaldehido en una solucién 0.1 M de buffer
fosfato salino (PBS) pH = 7.4. Después, los animales
fueron decapitados para extraer sus cerebros, que fue-
ron posfijados en la solucién fijadora a 4 °C durante
12 h. Posteriormente, se realizaron dos lavados de
10 min con PBS 0.1 M y se hicieron cortes coronales
de 30 ym con un vibratomo, desde 1.5 hasta +2.5 mm,
coordenadas respecto a Bregma segun el atlas este-
rotaxico de Paxinos y Franklin®. Para cada inmuno-
histoquimica (IHQ), se seleccionaron aleatoriamente
15 rebanadas de cerebro colectadas a cada 120 pm
de distancia.

Inmunohistoquimica

Las rebanadas obtenidas fueron tefiidas mediante
IHQ para microscopia de fluorescencia. Brevemente,
las secciones tisulares fueron lavadas (10 min x 3) en
0.1 M PBS. Enseguida, fueron incubadas en solucion
blogueadora (0.1 M PBS + 10% suero de cabra + 0.1%
Triton-X) durante 1 h a temperatura ambiente. Poste-
riormente, las rebanas se incubaron toda la noche a
4 °C con anticuerpos primarios disueltos en solucion
bloqueadora. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: cobayo antidoblecortina (1:1000, Millipore™,
Billerica, MA) y conejo anti-Ki67 (1:500, Millipore™,
Billerica, MA). Después, todas las secciones fueron
enjuagadas tres veces con 0.1 M PBS e incubadas en
los anticuerpos secundarios apropiados (Alexa®
Fluorconjugated, Molecular Probes™) a dilucion de
1:000, disueltos en solucion bloqueadora a temperatu-
ra ambiente durante 60 min. Finalmente, las rebanadas
fueron enjugadas nuevamente en 0.1 M PBS (10 min
x 3) y montadas con DAPI-conjugatedVectashield™
(Vector Laboratories). La captura y el andlisis micros-
copico se realizaron en un microscopio Zeiss Axio
Observer D2 (Géttingen, Alemania).

Cuantificacion

El nimero de células Ki67+ y de doblecortina+ fue
cuantificado en 10 secciones consecutivas de 30 um
de espesor, seleccionadas aleatoriamente a cada
200 um de distancia (n = 5 animales por grupo). Se
cuantificaron todas las células inmunomarcadas en-
contradas dentro de los primeros 500 ym respecto a
la pared ventricular lateral. En todos los casos, se
cuantificaron aquellas células que mostraron nucleos
claramente distinguibles en un mismo plano focal. El
tamafno del campo microscépico utilizado para cada
cuantificacion fue de 0.64 mm?. Todos los datos se
expresaron como la media + su desviacion estandar
(DE). Las comparaciones estadisticas se realizaron
mediante el uso de la prueba t de Student, con un
valor de p < 0.05 para determinar las diferencias
estadisticamente significativas.

Resultados

Siete dias después de la colocacion de la lamina de
acetato de vinilo en el antro del AS (Figs. 1 Ay B), los
animales fueron sacrificados para visualizar las cavi-
dades ventriculares. Durante dicho periodo de tiempo,
no se observaron decesos, convulsiones u otro dato
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Hidrocefalico

Figura 2. Fotografia tomada en contraste de fases de cortes coro-
nales de un animal del grupo control (B y D) y otro del grupo hidro-
cefdlico (A y C). Notese el incremento considerable del sistema
ventricular (V) en las diferentes porciones (coordenadas de Bregma)
del ventriculo lateral. Barra de calibracion = 300 um.

sugestivo de algun proceso moérbido asociado en nin-
guno de los grupos. Los ratones del grupo hidrocefa-
lico mostraron una importante dilatacion de la cavidad
ventricular respecto al grupo de cirugia simulada, la
cual se observo en diferentes puntos de la cavidad
ventricular (Figs. 2 A-D). La medicién de la distancia
existente entre la pared lateral y septal en las coor-
denadas de Bregma +0.02 y +0.98 mm indicd que
el promedio de distancia en el grupo control fue de
455 + 182 versus 1,435 + 397 um del grupo experi-
mental (n = 5 animales por grupo). En conjunto, estos
datos sugieren que el modelo de obstruccién parcial
indujo eficientemente un acumulo progresivo de LCR
dentro del sistema ventricular.

Para determinar si la hidrocefalia condicionaba
cambios en la tasa de proliferacién de las células
progenitoras subventriculares, cuantificamos el nime-
ro de células Ki67+ encontradas a lo largo de la pared
ventricular. EI numero de células encontradas en
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Figura 3. Gréficos de la cuantificacion del numero de células proli-
ferativas (A) que expresaban Ki67+ y de neuroblastos (doblecorti-
na+) subventriculares (B) a los siete dias posquirdrgicos. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ninguno
de los grupos (n = 5 animales por grupo).

ambos grupos no mostro diferencias estadisticamente
significativas: grupo control: 13 £ 2.2 versus grupo
hidrocefalico: 11 + 2.9 células por campo; n = 5 anima-
les por grupo; p = 0.27; prueba t de Student (Fig. 3 A).
Paralelamente, para determinar si la tasa de neurogé-
nesis subventricular se modificaba por efecto de la
hidrocefalia, analizamos el nimero de células que ex-
presaban doblecortina (marcador de neuroblastos).
Los datos indican que el numero de células doblecor-
tina positivas fue de 32 + 3.6 versus 27 + 4.8 células
por campo del grupo hidrocefélico (Fig. 3 B). El ana-
lisis de los datos no reveld diferencias estadisticamen-
te significativas (n = 5 animales por grupo; p = 0.46;
prueba t de Student).

Para determinar si la organizacion migratoria de las
cadenas de neuroblastos se afectaba debido a la
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Control

Hidrocefalico

Figura 4. IHQ de la pared estriatal del ventriculo lateral a los siete dias posquirdrgicos. El esquema coronal muestra la imagen del sistema
ventricular del raton (A). Después de la remocion del septo, la pared estriatal del ventriculo lateral queda expuesta (B). La tincion inmu-
nohistoquimica con anticuerpos antidoblecortina muestra multiples cadenas de neuroblastos que migran paralelas al eje longitudinal del
ventriculo (C-D). Barra de calibracion = 15 um. La organizacion en cadenas no se afectd por efecto de la hidrocefalia. BO: Bulbo olfatorio;

Ctx: cortex; V: ventriculo; H: hipocampo.

hidrocefalia, hicimos un corte sagital del cerebro de
los ratones y disecamos la pared lateral del ventriculo
para realizar un marcaje inmunohistoguimico para de-
tectar doblecortina (Figs. 4 A y B). Interesantemente,
en ninguno de los dos grupos estudiados se afecto la
organizacion tipica en cadenas de los neuroblastos
subventriculares (Figs. 4 C y D), lo cual sugiere que la
migracion de estos progenitores neuronales no se mo-
dific por el efecto de la hidrocefalia.

Discusion

En el presente estudio presentamos un modelo ex-
perimental para induccion de hidrocefalia con el cual
observamos que el acumulo de LCR por si mismo no
produce cambios en la proliferacién de los progenito-
res neurales residentes en la ZSV, no modifica el nu-
mero de neuroblastos migradores y no afecta al patron
de migracion de los mismos, al menos durante el

periodo de tiempo analizado. Los presentes hallazgos
apoyan la hipotesis que descarta el efecto mecanico
producido por el LCR como la fuente principal de la
alteracion migratoria y proliferativa descrita en mode-
los de ratones con epéndimo aciliar, los cuales con-
comitantemente cursan con hidrocefalia’?'. Dichos
ratones mutantes presentan importantes alteraciones
en la migracién de neuroblastos??, por lo cual resulta-
ba necesario discernir si dicha alteracioén migratoria se
debia a la relativa inmovilidad del LCR (y las proteinas
sefalizadoras contenidas en él) o al efecto mecanico
qgue produce el aumento de la presion hidrostatica
dentro del sistema ventricular.

Desde el descubrimiento de la generacién de neu-
ronas de novo en la ZSV y su ruta migratoria hacia el
bulbo olfatorio en el cerebro adulto, se ha tratado de
dilucidar las proteinas y mecanismos sefializadores
que controlan dichos procesos. El epéndimo secreta
Noggin, un antagonista de la proteina morfogenética
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6sea 4 (BMP-4), la cual favorece el linaje neuronal a
expensas de la produccion de glia'®. Por otra parte,
las proteinas Slit-1 y Slit-2, presentes en el LCR, son
producidas por los plexos coroideos®*® y parecen ser
las principales direccionadoras de la migracion cefa-
locaudal de los neuroblastos subventriculares®.

El movimiento ciliar favorece no sélo el movimiento
del LCR, sino también el depdsito de Slits a lo largo
de la pared ventricular, lo cual genera un gradiente de
concentracion que orienta la migracion celular®®. La
carencia o inmovilidad ciliar altera el gradiente de pro-
teinas intraventriculares. Por lo tanto, la migracién neu-
ronal, pero no la proliferacion de neuroblastos?®, se ve
dramaticamente afectada en ausencia de células
ependimarias o de sus cilios??. Dado que la inmovili-
dad ciliar condiciona simultaneamente hidrocefalia,
debido a la interrupcion del flujo intraventricular del
LCR™1, en este estudio se analizd el efecto de la
hidrocefalia sobre el fenémeno migratorio. Los presen-
tes hallazgos indican que la hidrocefalia por si misma
no modifica la migracion neuronal, lo cual sugiere que
el movimiento ciliar y el gradiente de proteinas resul-
tante son los principales controladores del direcciona-
miento de neuroblastos en el parénquima cerebral.
Existen algunos reportes que sefialan que la hidroce-
falia inducida con neuramidasa, derivada de la toxina
del Clostridium perfringens que destruye el epéndimo,
es capaz de incrementar la proliferacion de los proge-
nitores neurales subventriculares®. No obstante, nues-
tros hallazgos indican que la proliferacion de progeni-
tores neurales subventriculares no se modifica por
efecto de la hidrocefalia. Esta aparente discrepancia
pudiera deberse al tipo de modelo implementado y al
tipo de marcadores utilizados en cada estudio. En el
presente estudio se cuantificé el nimero de células
que expresaban Ki67, un marcador de proliferacion
ampliamente utilizado en tejido neural®, y la cuantifi-
cacion se efectud en los limites anatomicohistoldgicos
del nicho germinal subventricular?®®. La combinacion
de estas estrategias ofrece un anélisis mas general de
todo el nicho germinativo.

Por otra parte, el presente modelo tiene dos ventajas
primordiales: en primer lugar, induce hidrocefalia pura
sin la necesidad de inducir mutaciones genéticas que
afectan el movimiento ciliar o destruyen la capa de
células ependimarias, y, en segundo lugar, al produ-
cirse un efecto de «tipo vélvula» en el antro del AS se
evita bloguear bruscamente el flujo de LCR, lo cual
evita la compresion brusca del tejido cerebral, que
comprometeria la vida del individuo experimental. Una
limitante del presente estudio radica en el tiempo de

obstruccién analizado, por lo cual, en futuros estudios,
seria interesante analizar tiempos de obstruccion mas
prolongados y con ello establecer si obstrucciones
crénicas condicionan cambios adicionales en la citoar-
quitectura o proliferacién celular de la ZSV. Otros in-
terrogantes permanecen sin dilucidar, tales como de-
terminar si el incremento del LCR modifica la integracion
y/o la maduracion de los neuroblastos dentro del bul-
bo olfatorio. Igualmente se desconoce si la oligoden-
drogénesis subventricular se modificaria por efecto de
la hidrocefalia. Por lo tanto, otros estudios son nece-
sarios para responder tales preguntas.

En conclusion, el modelo de hidrocefalia obstructiva
es bien tolerado y constituye una herramienta valiosa
para el estudio de los progenitores subventriculares
multipotenciales. Los hallazgos del presente estudio
sugieren que la hidrocefalia subcronica por si misma
no modifica la tasa de proliferacion ni el patrén de mi-
gracion de los neuroblastos subventriculares del raton
adulto.
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