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RESUMEN

En determinadas regiones del cerebro de los mamiferos, nuevas neuronas nacen
a lo largo de Ila vida del individuo debido a la existencia de células
madre neurales (NSCs). La neurogénesis en el cerebro adulto ocurre en dos zonas
determinadas: la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales y la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo. Sefiales locales, como los ligandos
de la familia de las Wnt, regulan la proliferacion y diferenciacién de las NSCs. Otras
senales, como las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs), estan implicadas en el
mantenimiento de la quiescencia de las NSCs. Sin embargo,
los mecanismos moleculares que subyacen aeste procesono estan totalmente
caracterizados. En esta tesis mostramos que las células madre y progenitores
hipocampales adultos (AH-NSPCs) expresan receptores de la familia de las BMPs, y
sefalizan a través de estos receptores para regular la diferenciaciéon de las NSCs. En
nuestro trabajo se muestra como la sefializacién de BMP2/4 a través del receptor de
tipo | BMPR1A es suficiente para aumentar la neurogénesisa partir de células
madre hipocampales in vitro, y que esta sefializacion determina el linaje neuronal en las
primeras 24 horas del proceso. También hemos observado que la sefializacion de BMPs
incrementa la expresidn del gen Lefl, miembro de la ruta candnica de las Wnt,
sugiriendo un efecto sinérgico entre ambas rutas. Estos resultados muestran un
posible “crosstalk” entre la sefializacion de las proteinas BMPs y las Wnt durante la

neurogénesis hipocampal adulta.

De la misma forma, en este trabajo barajamos la posibilidad de que las proteinas
BMPs pudieran participar en el proceso de maduracion neuronal. Nuestros resultados
muestran que BMP2/4/6, pero no BMP7, aumentan la complejidad morfoldgica de las
nuevas neuronas generadas a partir de AH-NSPCs in vitro, afectando a la longitud tanto
de las neuritas primarias como secundarias. También mostramos como el
silenciamiento y la inhibicién del receptor de tipo || BMPR2 y de tipo | ACVR1 disminuyen
la respuesta de las neuronas a BMP6 y, por tanto, reducen la complejidad neuronal y la
maduracién. Por otro lado, la expresion de las formas constitutivamente activas de los

receptores de tipo | ACVR1 y BMPR1B utilizando lenti y retrovirus recapitulan el efecto



madurativo de BMP6 in vitro. Pero el efecto generado depende en cualquier caso del
gradiente de concentracidn de las BMPs, ya que tanto la exposicidon a concentraciones
altas de BMP6 in vitro, como la expresién de las formas activas de los receptores tipo |
bajo un promotor fuerte (CAG) in vivo, generan un efecto negativo y una disminucion de

la maduracién neuronal.

En nuestro estudio también quisimos caracterizar el efecto de BMP6 sobre las
células madre y progenitores neurales del hipocampo, ya que se ha descrito un aumento
de BMP6 en esta zona durante el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer,
tanto en modelos animales como en humanos. En primer lugar, hemos podido observar
qgue la exposicién a BMP6 promueve la salida de ciclo celular de las AH-NSPCs, efecto
que puede ser atribuido a un incremento de la diferenciacién astroglial, ya que no
encontramos indicios de muerte celular o senescencia. Hemos explorado la
posible fuente celular del aumento de esta proteina durante el
envejecimiento, concluyendo que no se trata de un efecto auténomo celular debido a
la sobreexpresion de BMP6 por parte de las AH-NSPCs. Tampoco parece deberse a una
sobreexpresion por partede las células microgliales, como se habia sugerido
anteriormente. Nuestro estudio apunta a las células de las meninges como posible
fuente celular de la BMP6 en el cerebro. Ademads, el aumento de BMP6 en el hipocampo
durante el envejecimiento parece coincidir con el aumento de esta misma proteina en
el suero de ratones Crl:CD1 de edad avanzada, asi como en ratones del modelo de
senescencia acelerada SAMP8 de forma temprana, lo que abre la posibilidad a que el

acumulo de BMP6 con la edad no sea exclusivo del hipocampo.
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1.1. Laneurogénesis en el cerebro de los mamiferos adultos.

El sistema nervioso de los mamiferos es uno de los sistemas mas complejos y ha
sido objeto de estudio desde hace muchos afos. De la misma forma, la generacidn de
nuevas neuronas, o neurogénesis, ha sido estudiada desde hace décadas con el fin de
comprender los mecanismos que dan lugar a este proceso. Al principio se pensaba que
la neurogénesis era un proceso exclusivo de estadios del desarrollo, y, por tanto, que la
generacion de nuevas neuronas en edades adultas era algo completamente inexistente.
Esta afirmacidn encajaba con la idea de que los mamiferos no eran capaces de reponer
aquellas neuronas que se perdian a lo largo de la vida del individuo o tras una lesién,
dando lugar a un decaimiento progresivo de la funcionalidad del sistema nervioso. Sin
embargo, numerosos estudios realizados en el campo han demostrado la presencia de
células madre en el sistema nervioso de los mamiferos que tienen la capacidad de
generar nuevas neuronas en edades adultas, al menos en localizaciones concretas del
cerebro (Gage FH., 2000; Temple S., 2001; Ming GL. & Song H., 2011; Boldrini M. et al.,
2018; Kempermann G. et al., 2018).

En el cerebro adulto la neurogénesis ha sido descrita principalmente en dos
zonas concretas, conocidas como zonas o nichos neurogénicos. Esto es debido a que en
estas zonas podemos encontrar una poblacién de células madre neurales (NSCs) capaces
de proliferar y diferenciarse dando lugar fundamentalmente a nuevas neuronas. Dichas
células madre provienen de los precursores que formaron el sistema nervioso durante
las etapas del desarrollo y que son mantenidos en estas dos localizaciones concretas del
cerebro adulto. Estas zonas son, por un lado, la zona subventricular o subependimaria
(ZSV o ZSE) adyacente a los ventriculos laterales (Alvarez-Buylla A. & Garcia-Verdugo
JM., 2002; Quinones-hinojosa A. et al., 2006), y, por otro lado, la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado del hipocampo (Eriksson PS. et al. 1998; Spalding K.L. et al., 2013; Toda
T. y Gage FH., 2017) (Figura 1). Asi pues, estas células madre son las encargadas de
mantener la actividad de dichos nichos neurogénicos a lo largo de la vida del individuo,
generando nuevas neuronas. Cabe destacar que, aunque las células madre que
encontramos en estas zonas intervienen en el proceso de neurogénesis, también

pueden dar lugar a nuevos oligodendrocitos en la ZSV (Menn B. et al. 2006) o nuevos
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astrocitos en la ZSG (Suh H. et al. 2007). Sin embargo, aunque tanto la ZSV como la ZSG
son consideradas nichos neurogénicos, podemos encontrar grandes diferencias entre
ambas zonas. Por un lado, las neuronas generadas en las paredes de los ventriculos de
la ZSV migran una gran distancia a lo largo del camino rostral migratorio hasta llegar al
bulbo olfatorio, donde maduran principalmente a distintos tipos de interneuronas
inhibitorias y se integran en los circuitos preexistentes, pasando a tener funciones
relacionadas con el olfato (Lledo P. y Valley M., 2016). Por otro lado, las neuronas
generadas en la ZSG del hipocampo migran una distancia muy corta a través de la capa
granular adyacente, estas neuronas son de un unico tipo (glutamatérgicas excitatorias)
y también maduran segun se produce el proceso de migracidn, llegando a proyectar sus
neuritas y a integrarse en el circuito trisinaptico hipocampal, donde adquieren funciones

relacionadas con el aprendizaje y la memoria (Braun S.M. y Jessberger S., 2014).

1.1.1. El hipocampo.

El hipocampo es una estructura celular que se situa en el cerebro y que presenta
una anatomia diferenciada morfolégicamente del resto de éste. Estd compuesto por dos
regiones diferenciadas las cuales son: el giro del hipocampo (GD) y el cornu ammonis
(CA), que a su vez se encuentra subdividido en tres zonas conocidas como CA1, CA2 y

CA3.

1.1.1.1.  El giro dentado (GD) del hipocampo.

El giro dentado hace referencia a una de las dos zonas que forman parte del
hipocampo. Se trata de un conjunto de células que se disponen en forma de “u” y que
se estructuran en tres capas diferenciadas. La capa mas externa es la conocida como
capa molecular (CM), se trata de la capa con menor densidad celular ya que esta
constituida principalmente por las dendritas de las neuronas granulares de las capas
inferiores, asi como por los axones que provienen de la corteza. La capa siguiente,
situada justo debajo de la capa molecular, es la conocida como capa granular (CG). Se
trata de la capa principal del giro dentado del hipocampo, es la capa con mayor densidad

celular y mayor extension, y esta constituida principalmente por los somas de las
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neuronas granulares, que extienden sus axones hacia la zona CA3 y sus dendritas hacia
la capa molecular, y por interneuronas, encargadas de modular la neurotransmisién
entre el resto de neuronas (Houser CR., 2007). La capa mas interna adyacente a la capa
granular del giro dentado es conocida como zona subgranular (ZSG). Estd constituida en
su mayoria por una poblacién de células madre y progenitores neurales que son los

responsables de que esta zona sea conocida como nicho neurogénico.

OB

) 5V
RMS

Neurona madura 75G

Neurona inmadura

NSC

Figura 1. Representacién de los nichos neurogénicos adultos y detalle del giro dentado del hipocampo.
La figura muestra una representacion del cerebro de ratdn en la que se muestran las zonas neurogénicas.
(A) Esquema de un corte sagital del cerebro de ratdon mostrando la zona subventricular (ZSV), el camino
rostral migratorio (RMS) y el bulbo olfatorio (BO), asi como el hipocampo. (B) Esquema de un corte coronal
del cerebro de un ratdn ilustrando la posicion del hipocampo. Se muestran las zonas CA1 y CA3 del cornu,
asi como el giro dentado (GD). (C) Representacién grafica ampliada del giro dentado del hipocampo. Se
representa la zona subgranular del giro dentado (morado) y la poblacidn de células madre neurales (NSC)
y progenitores (azul) presentes en esta zona, asi como las neuronas inmaduras (naranja) y maduras
(verde) y su posicidn en la capa granular del giro.
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1.1.1.2. Zona subgranular (Z5G) del giro dentado del hipocampo.

Aunque comunmente se habla del hipocampo como nicho neurogénico, solo la
zona subgranular del giro dentado dentro de la estructura del hipocampo posee la
habilidad de generar nuevas neuronas. Esto es debido a que podemos encontrar una
poblacién de células madre en estado de quiescencia en la ZSG que son capaces
eventualmente de activarse en respuesta a seinales, proliferar y generar progenitores
que se diferencian, migran y maduran hasta dar lugar a nuevas neuronas granulares
glutamatérgicas completamente funcionales. Se trata de neuronas muy polarizadas,
capaces de proyectar sus neuritas y establecer contactos sinapticos activos tanto
inhibitorios como excitatorios, y que, una vez integradas en el circuito neuronal
existente en el GD, adquieren funciones relacionadas con el aprendizaje, la memoria y

la relacion con nuestro entorno (Zhao C. et al., 2008; Braun S.M. y Jessberger S., 2014).

1.1.1.2.1. Las células madre de la ZSG adulta.

Conocer y establecer la citoarquitectura de la ZSG, asi como la caracterizacién de
las células madre y tipos celulares que se encuentran en este nicho, ha sido objeto de
numerosos estudios en los ultimos afios. Una de las clasificaciones celulares mas
aceptada en el campo corresponde a la establecida por el Prof. Gerd Kempermann y su
grupo, que distingue tres tipos celulares principales a lo largo del proceso de
neurogénesis hipocampal (células Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3) (Kempermann G. et al., 2004;
Kempermann G. et al., 2006) y que las clasifica en funcién de su grado de maduracién,
capacidad proliferativa y expresién de marcadores, o una combinacion ellos, como el
filamento intermedio Nestina, tipico de progenitores neurales inmaduros, la proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP), el factor de transcripcion Sox2 o Doblecortina (DCX)
(Figura 2).

De entre todos los tipos celulares encontrados en la ZSG, las células Tipo 1
corresponden a las células madre neurales o NSCs (del inglés: Neural Stem Cells). Se
trata de células inmunorreactivas para los marcajes de Nestina, GFAP, Sox2 y el

transportador de glutamato (GLAST). Se caracterizan por ser células relacionadas con las
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astrociticas con la peculiaridad de tener una morfologia radial. Se encuentran
mayoritariamente fuera del ciclo celular, en estado de quiescencia en la ZSG, y son
capaces de activarse (adquiriendo la expresién de Ascll) (Urban N. et al., 2016) y
dividirse de manera tanto simétrica como asimétrica para autorrenovarse o dar lugar a
una progenie de progenitores de rdpida amplificacién (células Tipo 2) (Kempermann et
al., 2015). En la actualidad, diversos estudios apuntan a la coexistencia de
subpoblaciones diferentes de células Tipo 1, que se pueden clasificar en funcién de su
morfologia. En concreto, el estudio llevado a cabo por Gebara y colaboradores apunta a
qgue las células Tipo 1 son en realidad una poblacidon de células madre heterogéneas
formada por dos morfotipos celulares, con caracteristicas diferentes. Este estudio
denomina Tipo 1 a y Tipo 1 B a dichas poblaciones celulares, ambas presentan los
marcadores de células madre (Nestina, GFAP, Sox2), sin embargo, las células Tipo 1
pierden la capacidad proliferativa y presentan marcadores de astrocito maduro como
S100B (Gebara E. et al., 2016), por lo que posiblemente corresponden a un estado

intermedio en la transformacién de las Tipo 1 a a astrocitos.

Por otro lado, en base al analisis de ratones transgénicos como Sox2::GFP, por
un lado, encontramos las células Sox2 de morfologia radial, correspondientes a las NSCs
quiescentes; y, por otro lado, encontramos las células Sox2 de morfologia no radial, con
la capacidad de dividirse tanto simétrica como asimétricamente y que podrian también
constituir una poblacién de progenitores mas restringidos (Suh et al., 2007). Existen
estudios mas recientes que sugieren que la capacidad proliferativa de las NSCs tiene un
cardacter dindmico, es decir, que las estas células una vez activadas pueden entrar y salir

del ciclo celular (Urban N. et al., 2016; Blomfield IM. et al., 2019).

Cabe destacar que el potencial auto-renovador de estas células ha sido objeto de
estudio en los ultimos afios, llegando a la conclusion de que se trata posiblemente de
un potencial finito de varios ciclos de divisién, y que, una vez alcanzado su limite, entran
en un proceso de diferenciacion irreversible hacia células astrociticas, perdiendo por
completo sus caracteristicas de células madre (Encinas JM. et al., 2011; Martin-Suarez

S.etal., 2019).

19



El siguiente tipo celular que encontramos en el proceso de neurogénesis
hipocampal son a las células de Tipo 2, y corresponden a las células progenitoras de
rapida amplificaciéon. Estas células ya no expresan el marcador GFAP, sin embargo,
siguen manteniendo la expresion de Nestina (Figura 2). Cabe destacar que existe una
subdivisién dentro de las células de Tipo 2, en funcidn de la expresidn diferencial de
SOX2: por un lado, las células Tipo 2a, que aun expresan Sox2, correspondientes a
progenitores con una capacidad alta de proliferacion, estas células adquieren la
expresion de Tbr2, NeuroD1 y Neurogenina2 (Ngn2) a la vez que pierden la expresion de
Nestina y Ascl1; y, por otro lado, las células Tipo 2b, que pierden la expresién de Sox2,
pero adquieren la expresiéon de Doblecortina (DCX), PSA-NCAM, Prox1, y aln mantienen
la expresion transitoria de Tbr2, NeuroD y Neurogenina2 (Ngn2). Corresponden a
progenitores mdas maduros, con una capacidad proliferativa menor y mas
comprometidos con el linaje neuronal (Couillard-Després S. et al., 2005; Roybon L. et al.,

2009; Hodge RD. et al., 2012; Kempermann G. et al., 2015).

Las células Tipo 3, sin embargo, son células con un grado de maduraciéon mayor.
Se trata de células mas avanzadas en la diferenciacién neuronal, y, en consecuencia, con
una capacidad proliferativa mucho mas reducida. Al salir del ciclo celular pierden gran
parte de los marcadores de indiferenciacion y empiezan a expresar marcadores
relacionados con el linaje neuronal, mantienen la expresion de DCX, PSA-NCAM o
NeuroD1, y adquieren la de Tubulina Bl (Tujl), Calretinina y, en los casos mas maduros,

Calbindina y NeuN (Kempermann G. et al., 2004) (Figura 2).

1.1.1.3. El Cornu ammonis (CA).

Se trata de la segunda estructura diferenciada que podemos encontrar en el
hipocampo ademas del GD. Esta estructura a su vez esta subdividida en tres zonas: CA1,
CA2 y CA3; y esta constituida en su mayoria por neuronas piramidales. Estas neuronas
excitatorias se caracterizan por presentar un soma en forma piramidal, tener un arbol
dendritico muy ramificado y una longitud dendritica muy variable a lo largo de toda la

estructura del CA.
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Figura 2. Esquema temporal de la diferenciacién neuronal en el GD del cerebro adulto.

Tipos celulares presentes en el proceso de proliferacion y maduracién neuronal en el GD del hipocampo.
La figura muestra cada tipo celular (células madre neurales (NSC), progenitores neurales de rapida
amplificacion (NPC), neuroblastos, neuronas inmaduras y neuronas maduras) en su posicion dentro de la
estructura del GD y junto con su patron de expresién temporal de marcadores celulares. ZSG, zona
subgranular; CG, capa granular; CM, capa molecular.

1.1.1.4. Elcircuito trisindptico.

Las neuronas de las zonas del hipocampo descritas anteriormente (GD, CA3, CA1)
estan interconectadas entre si formando lo que se conoce como circuito hipocampal o
circuito trisindptico. La principal funcidon del hipocampo es la de integrar sefiales y
estimulos que nos llegan desde el entorno. Dichos estimulos llegan hasta el hipocampo

desde la corteza entorrinal (CE). Las neuronas de la corteza entorrinal proyectan sus
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axones a través de la via perforante hasta la capa granular (CG) del giro dentado donde
establecen una sinapsis con las dendritas de las neuronas granulares. Estas a su vez,
proyectan sus axones, conocidos como fibras musgosas, hacia la zona CA3,
estableciendo nuevas sinapsis con las dendritas de varias neuronas piramidales de esta
zona. Y, de la misma forma, las neuronas piramidales de la zona CA3 proyectan sus
axones (colaterales de Schaffer) para establecer sinapsis con varias neuronas
piramidales de la zona CA1 a la vez. Por ultimo, las neuronas de la zona CA1 proyectan
sus neuritas hacia la corteza entorrinal (CE), cerrando asi el circuito trisinaptico. Este
circuito es conocido como trisindptico porque conecta la corteza entorrinal con, al
menos, tres tipos de neuronas a través de tres sinapsis: una neurona granular de la CG,
una neurona piramidal de la zona CA3 y una segunda neurona piramidal de la zona CA1

(Nafstad PH., 1967; Contreras A. et al., 2019).

1.1.2. Neurogénesis en la ZSG.

Con el fin de facilitar su estudio, el proceso de la neurogénesis ha sido divido en
varias fases o etapas en funcidn de los distintos tipos celulares que participan en ellas y
los procesos que realizan. Cada una de estas fases puede ser definida gracias a los
distintos marcadores que reconocen a cada uno de los tipos celulares (von Bohlen Und
Halbach 0., 2007). Estas etapas corresponden a los procesos de proliferacion,
diferenciacién, migracién, formacion de contacto dendritico y axonal y, por ultimo,
integracidn de la sinapsis. Se ha estimado que todo el proceso de neurogénesis, desde
gue nace una nueva célula hasta que esta se diferencia a una neurona madura y se

integra, dura entorno a los 21 dias (aproximadamente 3 semanas).

1.1.2.1. Etapa de proliferacion.

El proceso de neurogénesis hipocampal ocurre gracias a que existe una poblacién
de células madre (Tipo 1) en la ZSG capaces de dividirse de manera asimétrica dando
lugar a los precursores de rdpida amplificacion (Tipo 2a). Estas células Tipo 1 se
encuentran en estado quiescente en la ZSG del giro dentado. La quiescencia se mantiene
por la liberacién tdénica no sindptica de GABA (acido y-aminobutilico) liberado por las
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interneuronas parvalbumina locales (Catavero C. et al.,, 2018), por la seializacién
mediada por el receptor de BMPs Bmprla (Mira H. et al., 2010) y por la sefializacién
mediada por la via de Notch (Ables JL. et al., 2010; Ehm O. et al., 2010). Las células Tipo
1 quiescentes expresan los genes Id1-4 (del inglés, inhibitor of differentitation) que se
encargan de inhibir factores de transcripcion como Ascll (marcador de célula madre
activada). Cuando las NSCs salen de la quiescencia y se activan, desciende la expresion
de los genes Id lo que impide la inhibicidn de Ascll, cuya expresion aumenta dando lugar
a una célula madre activada y capaz de entrar en ciclo celular para dividirse dando lugar
a precursores (Blomfield IM. et al., 2019; Zhang R. et al., 2019). Estos precursores se
caracterizan por presentar la expresiéon del marcador de glia, GFAP, y de células
indiferenciadas, Nestina. La funcién de este tipo celular es la de dividirse de manera
simétrica para aumentar el pool de progenitores de rdpida amplificacién. Sin embargo,
esta proliferacién produce una sobrepoblacién de progenitores y neuroblastos, de los
cuales solo una pequefia parte sobrevive para poder integrarse en los circuitos
hipocampales como neuronas maduras. Este proceso de muerte celular es el primero de
las dos oleadas de muerte que se suceden a lo largo del proceso de neurogénesis adulta
y ocurre entre 1-4 dias tras el nacimiento de las nuevas células (Kempermann G. et al.,
2003; Pilz G. et al., 2018). Las células entran en un proceso de muerte celular por
apoptosis para, posteriormente, ser fagocitadas por la microglia presente en la ZSG
(Sierra A. et al., 2010). Algunos autores han teorizado que puede tratarse de un
excedente neurogénico para asegurar el proceso de la neurogénesis y, por tanto, el
correcto funcionamiento de los circuitos del hipocampo, sin embargo, las razones por
las que esta oleada de muerte ocurre no son del todo conocido (Kempermann G. et al.,

2003; Pilz G. et al., 2018).

1.1.2.2. Etapa de diferenciacion.

En esta etapa, entre 8 y 14 dias tras el nacimiento de la célula, los precursores de
rapida amplificacién dan lugar a neuroblastos (célula Tipo 2a/b = Tipo 3). Este tipo
celular cuenta con capacidades proliferativas mucho mds reducidas, pierden la
expresion de Sox2, aunque contintdan expresando nestina. Estas células progresan a lo

largo del proceso madurativo perdiendo la expresiéon de nestina y adquiriendo la
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expresion transitoria de Thr2, Ngn2 y NeuroD1, asi como marcadores relacionados con
el linaje neuronal como doblecortina (DCX) y la forma modificada postraduccionalmente
con 4cido polisidlico de la molécula de adhesidn neural (PSA-NCAM) (Aguilar-Arredondo

A.etal., 2015; Hodge RD. et al., 2012; Roybon L. et al., 2009).

1.1.2.3. Etapa de migracion.

La migracién ocurre a la vez que los neuroblastos (células de Tipo 3) progresan
en el proceso de maduracién y abandonan progresivamente el ciclo celular. Estas células
migran una corta distancia a lo largo de la capa subgranular y hacia la capa granular del
giro dentado, donde prosigue su maduracién. Pierden la expresiéon de Tbr2, Ngn2 y
NeuroD1, aunque siguen expresando marcadores de neurona inmadura como DCX y

PSA-NCAM, y, en los casos mas maduros, Tubulina BlII.

1.1.2.4. Etapa de formacion de contactos.

En esta etapa las nuevas neuronas pierden por completo la capacidad
proliferativa, convirtiéndose asi en células postmitéticas. Estas nuevas neuronas
empiezan a polarizar sus procesos y extienden sus dendritas hacia la capa molecular
(CM), donde contactaran con los axones de las neuronas provenientes de la corteza
entorrinal (CE), y sus axones hacia la zona CA3, donde formaran contactos con las
neuronas piramidales de esta regién. Estas neuronas mantienen los marcadores de
neurona inmadura (DCX, PSA-NCAM, Tubulina BIll) y comienzan a expresar de forma
transitoria calretinina, proteina de unidn a calcio, y NeuN, marcador neuronal propio de
neuronas maduras. Estas neuronas, que auin mantienen cierto grado de inmadurez, no
son capaces de generar estimulos glutamatérgicos, debido a que aun no presentan
espinas dendriticas en su superficie. Sin embargo, si son capaces de recibir estimulos
GABAérgicos por medio de los neurotransmisores (acido y-aminobutirico) liberados por
las interneuronas de la capa granular (Goncgalves IT. et al., 2016). Inicialmente la
activacion por GABA es tdnica, y seguidamente emergen inputs sindpticos GABAérgicos

despolarizantes (Catavero C. et al., 2018).

24



1.1.2.5. Etapa de integracion de la sinapsis.

En la etapa de integracion de las sinapsis, las nuevas neuronas se vuelven
funcionales. Esta etapa sigue una secuencia estereotipada que comienza con la
formacién de inputs dendriticos GABAérgicos y continla con la sinaptogénesis
glutamatérgica varios dias después, que va acompanada de la formacion de espinas. Las
neuronas de la capa granular, ya completamente maduras, empiezan a presentar
espinas dendriticas (aprox. 16 dias tras su nacimiento) (Zhao C. et al., 2006) y son
capaces de recibir estimulos aferentes de la corteza entorrinal a través de sus dendritas
localizadas en la capa molecular, y de enviarlos, a través de sus axones, a las neuronas
piramidales de la zona CA3 (Sultan S. et al., 2015; Goncgalves JT. et al., 2016). Las
respuestas GABAérgicas se vuelven hiperpolarizantes al tiempo que se reciben los inputs
sinapticos glutamatérgicos (Catavero C. et al., 2018). Estas neuronas maduras pierden
la expresidn de calretinina y adquieren la expresion de calbindina, ademds de mantener
la expresion de NeuN. Es en este punto, a los 13-18 dias (2-3 semanas) tras el nacimiento
de la célula, en el que se produce la segunda oleada de muerte. Esta oleada selecciona
las neuronas que sobreviviran en funcién de su actividad y funcionalidad, de esta forma
solo un numero muy reducido de neuronas maduras llegan a integrarse y formar parte

de los circuitos del hipocampo (Ma DK. et al., 2010; Pilz G. et al., 2018).

1.1.3. Funcidn de la neurogénesis hipocampal adulta.

Las funciones que pueda tener la generacién de nuevas neuronas y el
reemplazamiento de neuronas deterioradas en el conjunto del hipocampo, asi como las
implicaciones que estas puedan tener para la vida del individuo no estan totalmente
establecidas. Existen muchas teorias al respecto que proponen que la neurogénesis
hipocampal adulta interviene en el mantenimiento de la memoria y el aprendizaje
(Wiskott L. et al., 2006; Garthe A. et al., 2009). Una de las teorias defiende que las nuevas
neuronas son reclutadas en estadios inmaduros, ya que en esta etapa las neuronas
presentan una mayor plasticidad y capacidad para responder a los estimulos externos
procedentes de la corteza entorrinal (Aimone JB. et al., 2011). Sin embargo, también
existe la teoria opuesta, que postula que las neuronas son reclutadas en estadios mas
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maduros de su desarrollo con el fin de adaptar la red neuronal hipocampal a cambios en
su complejidad y a la pérdida de neuronas con la edad (Kempermann G. et al., 2006).
También se ha demostrado la implicacion de la neurogénesis hipocampal en la respuesta
a la depresion y la ansiedad, ya que muchos antidepresivos son capaces de favorecer la
generacion de nuevas neuronas en rata (Malberg JE. et al., 2000; Jacobs BL. et al., 2000).
Sin embargo, se trata de un campo con cierta controversia debido a los datos
contradictorios que han observado varios autores (Holick KA. et al., 2008; Kirby ED. et
al., 2013). Actualmente, la teoria mas aceptada es la que defiende que las neuronas de
nueva generacién participan en multiples procesos del hipocampo, aunque no en todas
las tareas dependientes de esta estructura. En cuanto al papel que juega la neurogénesis
hipocampal en la regulacion de la memoria y el aprendizaje, cabe destacar que toda la
informacién que llega al circuito a través de la corteza entorrinal tiene que pasar por el
giro dentado del hipocampo, donde se lleva a cabo el proceso de neurogénesis. En este
sentido, el hipocampo actia como un codificador automatico, mientras que la corteza
constituye el repositorio final donde se almacena una fraccién de la informacién que se
consolida (Frankland PW. y Josselyn SA., 2016). Por ello se piensa que se trata de un
proceso importante en el que las neuronas granulares ayudan al procesamiento de la
informacién (Richards BA. y Frankland PW., 2017). Entre las principales implicaciones
gue aporta este proceso para la vida del individuo podemos encontrar la de participar
en el aprendizaje espacial, tanto en la navegacién como en la retencion de memoria
espacial a largo plazo, la discriminacién de patrones procedentes del entorno, el
condicionamiento contextual al miedo y la reorganizacion de la memoria hipocampal
(Deng W. et al., 2010). Dentro de esta ultima implicacién podemos destacar la de olvidar
informacién preestablecida, debido a la reorganizacion, remodelado y remplazo de
antiguas neuronas por otras de nueva generacion (Josselyn SA. y Frankland PW., 2012;
Frankland PW. et al., 2013; Richards BA. y Frankland PW., 2017). Estos autores sugieren
la hipdtesis de que, ante la respuesta a un estimulo proveniente del entorno, y debido
al remplazo neuronal, la probabilidad de que se active una neurona que se encargase de
codificar esa misma informacion con anterioridad se reduce, lo que explica la dificultad
para acceder a dicha informacién y, por tanto, su olvido. Las memorias ya establecidas

interfieren con la codificacion de nuevas memorias. Al borrar de forma continua la
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memoria hipocampal, la neurogénesis adulta minimiza las interferencias (Frankland PW.

y Josselyn SA., 2016).

1.1.4. Regulacién de la neurogénesis hipocampal adulta.

Como hemos comentado anteriormente, el proceso de neurogénesis hipocampal
hace referencia a un proceso de plasticidad estructural del cerebro. Un proceso en el
gue una zona del cerebro, en este caso, el hipocampo, se adapta a una situacién
determinada cambiando su estructura neuronal para poder desarrollar su papel en la
memoria y el aprendizaje del individuo. Es por ello que este proceso se encuentra

regulado por numerosos factores tanto ambientales como propios del individuo.

Los primeros, los factores ambientales externos al individuo, hacen referencia a
experiencias que pueden aumentar o disminuir la tasa de neurogénesis. Entre los mas

estudiados, podemos destacar los que se mencionan seguidamente.

Uno de los factores mas estudiados y que se conoce que tiene un mayor impacto
sobre la neurogénesis hipocampal es el aprendizaje dependiente del hipocampo. Las
tareas relacionadas con este tipo de aprendizaje aumentan de forma directa el nimero
de nuevas neuronas granulares (Gould E. et al., 1999; Leuner B. et al., 2006). De la misma
manera, se ha comprobado que el aprendizaje relacionado con la navegacion espacial
(como el laberinto de agua de Morris, MWM, del inglés, Morris Water Maze) tiene un
efecto positivo sobre la neurogénesis, en este caso, aumentando la supervivencia de las

neuronas granulares (Dupret D. et al., 2008).

Otro de los factores reguladores de la neurogénesis hipocampal mejor conocido
es el enriquecimiento ambiental. Los estimulos que un individuo recibe del entorno
proporcionan nuevas oportunidades para el aprendizaje y, por tanto, el desarrollo del
hipocampo. Vivir en un ambiente enriquecido puede promover la neurogénesis
hipocampal favoreciendo la supervivencia de las neuronas de nueva generacion. Cabe
destacar que no tiene el mismo efecto en las neuronas de mayor edad (Kempermann G.

etal., 1997; Van Praag H. et al., 2002; Tashiro A. et al., 2007).
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Finalmente, otro factor destacable es el ejercicio fisico voluntario. Los estudios
mas recientes muestran que correr de manera frecuente aumenta los niveles de
proliferacién de las NSCs en ratones, asi como la supervivencia de las neuronas de nueva
generacion nacidas durante este periodo de tiempo. Ademads, se ha observado que este
aumento de la neurogénesis tiene un efecto sobre el cerebro, ya que los animales que
realizan ejercicio voluntario presentan mejores resultados en los test de
comportamiento de MWM, demostrando asi una mayor capacidad cognitiva (van Praag
H. et al., 2005; van Praag H., 2009; Deng W. et al., 2010; Gao Y. et al., 2020). También se
ha observado que acelera la maduracion morfolégica neuronal y que mejora la
integracion de las nuevas neuronas. Por todo esto, el ejercicio voluntario es considerado
uno de los métodos mas efectivos para paliar los efectos negativos que acarrea el

envejecimiento y la neurodegeneracién (Gao Y. et al., 2020).

Sin embargo, no todos los factores ambientales reguladores de la neurogénesis
son positivos. Existen factores que disminuyen los niveles de proliferacién de las NSCs o
que influyen de manera negativa en la supervivencia de las nuevas neuronas. Entre estos
factores podemos encontrar un alto nivel de estrés, la falta de suefio y el abuso de
sustancias adictivas (opiaceos, nicotina, alcohol) (Eisch Al. et al., 2000; Abrous DN. et al.,
2002; Herrera DG. et al., 2003). El propio envejecimiento del individuo también reduce
la neurogénesis (Klempin F. y Kempermann G., 2007; Diaz-Moreno M. et al., 2018). En
contraposicién a estos, se ha observado que algunos tratamientos antidepresivos
pueden actuar como factores reguladores positivos incrementando la proliferacion de
las células de la ZSG y previniendo el efecto de alguno de los factores negativos, como
en el caso del estrés (Warner-Schmidt JL. y Duman RS., 2006). Otros factores externos,
como la dieta, pueden regular la neurogénesis tanto positiva como negativamente. En
este aspecto se ha observado, por ejemplo, un aumento de la neurogénesis en el giro
dentado en ratones que han sido sometidos a dietas con restricciones caldricas, y el caso
contrario, como una dieta con alta tasa de grasas puede afectar de forma negativa al

proceso de neurogénesis (Lee J. et al., 2002; Tozuka Y. et al., 2009).

También existen muchos factores internos, tanto del microambiente o nicho

neurogénico como intrinsecos a las propias células, que regulan el proceso de
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neurogénesis hipocampal. Por lo general, se trata de factores cuyos efectos son
complejos debido al gran numero de vias de sefalizacién que operan en el nicho de

manera simultanea.

El primero de los factores del microambiente a los que haremos referencia seran
los niveles hormonales. Las hormonas con mayor relevancia en el proceso de
neurogénesis son los corticoesteroides. Estas moléculas estan implicadas en la
disminucion de la neurogénesis en respuesta a otros factores como el estrés o durante
el propio envejecimiento (Cameron HA. y Gould E., 1994; Cameron HA. y McKay RD.,
1999). Sin embargo, su efecto puede variar, ya que se han observado estados fisiolégicos
con altos niveles de corticoesteroides relacionados con un incremento en neurogénesis
(Kempermann G., 2011). Por otro lado, se ha observado que los estrégenos o los
esteroides ovaricos aumentan los niveles de proliferacién en el GD, mientras que la
ovariectomia los reduce y aumenta la muerte celular (Tanapat P. et al., 1999). También
se ha observado recientemente que tanto las células madre de Tipo 1 como los
progenitores de Tipo 2 expresan receptores de glucocorticoides y que las oscilaciones
de éstos en el cerebro adulto son capaces de mantener en estado quiescente a las
NSPCs, preservando un pool neurogénico de NSPCs en el adulto. Esto supone un nuevo
mecanismo por el cual los glucocorticoides son capaces de regular la proliferacién de las
NSPCs (Schouten M. et al.,, 2020). Cabe destacar que el efecto generado por las
hormonas puede variar dependiendo de la regidn del cerebro en la que ejerzan su
efecto. Por ejemplo, la prolactina aumenta la generacion de nuevos progenitores
neurales en los ventriculos, pero no tiene ningln efecto asociado en el giro dentado

(Shingo T. et al., 2003).

Los factores de crecimiento también estan implicados en la regulacion de la
neurogénesis. Factores de crecimiento como EGF, del inglés ‘Epidermal Growth Factor’,
o FGF2, del inglés ‘Fibroblast Growth Factor-2’, ejercen un efecto mitogénico en las
zonas neurogénicas del cerebro, promoviendo la proliferacién de los progenitores y los
neuroblastos (Reynolds BA. et al., 1992; Kuhn HG. et al., 1997; Haik S. et al., 2000).
Ambos factores de crecimiento son empleados para el mantenimiento de progenitores

y neuroesferas in vitro (Arsenijevic Y. et al., 2001). Ademas, la expresion del receptor de
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EGF se considera una marca de activacion de las células madre en los nichos del cerebro
adulto (Codega P. et al., 2014; Walker TL. et al., 2016). IGF-1, del inglés ‘Insulin-like
Growth Factor 1’, induce proliferacién celular y media los efectos positivos del ejercicio
fisico voluntario (Carro E. et al., 2001; Trejo JL. et al., 2001), ademas de regular el proceso
de diferenciacién y maduracion de las NSPCs en el adulto (Nieto-Estévez V. et al., 2016).
De la misma manera, se ha observado que IGF2, del inglés ‘Insulin-like Growth Factor 2’
tiene un papel regulador sobre la proliferacién de las NSCs del DG, siendo dependiente
de la sefializacidn a través de AKT (Bracko O. et al., 2012). Por ultimo, VEGF, del inglés
‘Vascular Endotelial Growth Factor’, también estd implicado en la regulacién de la

proliferaciéon y el destino celular (Pérez-Domper P. et al., 2013).

Las neurotrofinas también regulan la neurogénesis adulta (Vilar M. y Mira H.,
2016). Se ha observado que BDNF, del inglés ‘Brain Derived Neurotrophic Factor’, es
necesario para el proceso de neurogénesis en el giro dentado del hipocampo (Lee J. et
al., 2002). In vitro, este factor incrementa la neurogénesis favoreciendo e induciendo la
diferenciacién neuronal y disminuyendo la proliferacién de los precursores (Pencea V.
et al., 2001; Cheng A. et al., 2003). Estudios mas recientes sugieren que el efecto pro-
neurogénico provocado por la actividad fisica voluntaria puede deberse a un efecto
conjunto de neurotrofinas, entre ellas, de BDNF y GDNF (del inglés, Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor) (Trinchero MF. et al., 2017). Otra neurotrofina conocida por su
papel en la neurogénesis hipocampal es la Neurotrofina 3 (NT3). En el giro dentado, esta
neurotroéfica juega un papel en la supervivencia y maduracién de las nuevas neuronas
(Bothwell M., 2014; Vilar M. y Mira H., 2016). Por otro lado, se ha observado que la
actividad fisica también aumenta los niveles de GDNF, del inglés ‘glial cell line-derived
neurotrophic factor’, en el GD del hipocampo, y, que éste estd implicado en la
maduracién dendritica, asi como en la plasticidad e integracidn de las nuevas neuronas

en los circuitos adultos (Bonafina A. et al., 2019).

Otro de los factores de nicho que intervienen en la regulacion de la neurogénesis
son los niveles de neurotransmisores. El neurotransmisor excitatorio mas conocido es el
glutamato, y ejerce su funcion a través de los receptores de tipo idnico y

metabotrdpicos, como son los receptores de NMDA (n-metil-D-aspartato), AMPA (acido
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alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) o kainato. La neurotransmisién
glutamatérgica puede tener efectos muy diferentes en funcién de los receptores que
intervengan. Por un lado, la activacién de los receptores de tipo NMDA reduce la
neurogénesis en el giro (Cameron HA. et al., 1995), por el contrario, se ha observado
que la inhibicién farmacoldgica de los estos o una lesion en la corteza entorrinal pueden
aumentarla (Cameron HA. et al., 1995; Nacher J. et al., 2001; Yoshimizu T. y Chaki S.,
2004). En contraposicion, la activacion de los receptores de tipo AMPA o los de kainato
promueven la proliferacion de las células del giro (Bai F. et al., 2003). Todo esto nos
muestra la importancia de la neurotransmisién glutamatérgica y como regula la
neurogénesis adulta de una manera muy precisa. Otro de los neurotransmisores mas
conocidos por su papel regulador de la neurogénesis en el cerebro adulto es el
neurotransmisor inhibitorio GABA, ya mencionado anteriormente. En el hipocampo,
este neurotransmisor y sus receptores (GABAaR, GABAgR) estdn implicados en la
proliferacién, migracion y maduracidn dendritica de los progenitores y nuevas neuronas,
asi como en la arborizacion dendritica en etapas mas avanzadas (Sibbe M. y Kulik A.,
2016). Deleciones de alguna de las subunidades de los receptores GABAAR han mostrado
un posicionamiento incorrecto de las neuronas en la CG, asi como un retraso en la
maduracion dendritica (Duveau V. et al., 2011). Por otro lado, los receptores GABAgR
han sido relacionados con la respuesta a la depresidn y el estrés, llegando a observar un
aumento de la proliferacién de las células Tipo 2a (Sox2+ DCX-) y una aceleracién de la
diferenciacién en ratones Knockout (KO) para estos receptores (Giachino C. et al., 2014).
Otros neurotransmisores, como la serotonina, aumenta la neurogénesis tanto en el GD
como en la ZSV (Brezun JM. y Daszuta A., 1999); la norepinefrina, sin embargo, aumenta
la proliferacién en el giro dentado sin tener un efecto ni en la diferenciacion ni en la
supervivencia celular, pero no actua sobre la proliferacion en la ZSV (Kulkarni VA. et al.,

2002).

Por ultimo, haremos referencia a los factores de nicho relacionados con las
sefiales cldsicas del desarrollo embrionario, que contindan teniendo un papel
importante en los nichos neurogénicos adultos (Ma DK. Et al., 2010; Faigle R. y Song H.,
2013). En este aspecto podemos destacar entre otras, las vias de senalizacidon de Notch

(Engler A. etal., 2018), Eph/ephrins (efrinas) (Laussu J. et al., 2014), Shh (del inglés ‘Sonic
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Hedgehog’) (Alvarez-Buylla A. y lhrie RA., 2014) como reguladores de la neurogénesis
adulta, aunque nos centraremos en las familias de Wnt y BMP (del inglés ‘Bone
Morphogenetic Protein’) que serdn objeto de estudio en esta tesis. Otros reguladores
de la neurogénesis considerados intrinsecos de las propias células, como los factores de
transcripcion, los reguladores epigenéticos o el metabolismo celular, que también
controlan la neurogénesis adulta en sus diferentes etapas, no se incluyen en esta

introduccion, pues escapan al tema central del trabajo de tesis.
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1.2. Las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs).

Las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) son un grupo de proteinas muy
conservado que actian como factores de crecimiento secretados y que forman parte de
la superfamilia de proteinas de factor de crecimiento transformante beta (TGF-3, del

inglés Transforming Growth Factor Beta).

1.2.1. Origen de las BMPs.

Las proteinas BMPs fueron inicialmente descubiertas por Marshall Urist en 1965
como proteinas pertenecientes a los tejidos 6seos. En este afio, Urist se encontraba
trabajando en la calcificacion désea, mdas concretamente intentando demostrar la
capacidad regenerativa que, durante décadas, se le atribuia a la matriz dsea. Para ello,
implantd extractos provenientes de la matriz ésea en tejidos de conejo y ratén. Unas
semanas tras la implantacion de los extractos, Urist observo la formacién de hueso en
dichas muestras. Gracias a esta observacién se pudo demostrar que la capacidad de
generar tejido 6seo se debia a una sustancia proveniente de la matriz del hueso que, en
aquella época, Urist describio como ‘proteina morfogenética dsea’ y que hoy conocemos
como proteinas BMPs (Urist MR., 1965; Urist MR. y Strates BS., 1971). Desde este
momento las BMPs fueron objeto de diversos estudios para analizar sus caracteristicas
y funciones. Aunque inicialmente fueron conocidas por su capacidad para inducir la
regeneracion dsea, en la actualidad son conocidas por participar y regular numerosos
procesos celulares, como la proliferacion, diferenciacion o, incluso, la apoptosis. Se sabe
que juegan un papel importante en los procesos de crecimiento, desarrollo y
homeostasis de muchos érganos y tejidos, no solamente del hueso, tanto en etapas
adultas como en estadios embrionarios (Reddi AH., 1998; Mabie PC. et al., 1999; Sieber

C.etal., 2009).

Cabe destacar que el aislamiento y la purificacién de las proteinas BMPs a partir
de hueso siempre ha sido un reto dificil de superar. Esto es debido a la poca cantidad de

BMPs, en relacion a otras proteinas, presente en el hueso, junto a su relativa
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insolubilidad e inestabilidad. Inicialmente solo se caracterizaron tres proteinas BMPs:
BMP1, BMP2A/BMP2B y BMP3. De estos ligandos, BMP2A, BMP2B y BMP3 eran
miembros de la familia del TGF-B, mientras que BMP1 era un contaminante, una
proteinasa responsable del procesamiento del coldgeno y otras proteinas
pertenecientes como TFG-Bs y GDFs (del inglés, Growth Differentiation Factor). Afios
después, se mejord el proceso de purificacion, se renombré a BMP2A como BMP2, a
BMP2B como BMP4 y se consiguio aislar y caracterizar un mayor nimero de proteinas,
desde BMP4 hasta BMP8A/BMP8B (Wozney JM. y Rosen V., 1998). En la actualidad, esta
familia cuenta con hasta mads de veinte miembros perfectamente caracterizados (Chen

D. etal., 2004).

1.2.2. Nomenclatura y clasificacion de las BMPs.

Como hemos comentando previamente, las proteinas BMPs son un miembro
mas dentro de la superfamilia del TGF-B, esta familia incluye las propias proteinas TGF-
B, las BMPs, los factores de crecimiento y diferenciacion, GDFs, las activinas/inhibinas y
nodal. La principal diferencia entre estas subfamilias de proteinas es el nimero y la
posicion de cisteinas en la estructura de la proteina madura. Por ejemplo, los TGF-Bs y
las activinas/inhibinas-B cuentan con nueve cisteinas en su estructura, mientras que las
BMPs, los GDFs y las inhibinas-a cuentan con siete. Para ambos grupos, una de estas
cisteinas es empleada en la dimerizacion del ligando por medio de la formacion de un
puente disulfuro. También podemos encontrar algin ligando como GDF3, GDF9 o
BMP15 que no forma parte de estos dos grupos, cuentan con tan solo seis cisteinas en

su estructura y no forman dimeros (Feng XH. y Derynck R., 2005).

Cada uno de los ligandos que forman parte de estas subfamilias cuenta con mds
de un nombre, esto es debido a que fueron descubiertas en investigaciones paralelas
siguiendo, en muchos casos, métodos diferentes. Asi pues, a modo de ejemplo, BMP6
también es conocida como Vrgl, BMP7 como OP-1 (del inglés Osteogenic Protein 1),
BMP12 como GDF7 o como CDMP3 (del inglés, Cartilage Derived Morphogenetic

Protein).
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Las proteinas BMPs conocidas hasta la fecha también son clasificadas en funcidn
de su estructura, homologia y funcion (Tabla 3). En primer lugar, encontramos el grupo
formado por BMP2 y BMP4, presentando un 90% de homologia en sus secuencias. En
segundo lugar, encontramos el grupo BMP3, formado por BMP3a y BMP3b. El tercer
grupo también es conocido como proteinas osteogénicas (OPs), y esta formado por
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a y BMP8b, presentando un 75% en la homologia de
secuencia. El grupo GDF7/6/5 esta formado por BMP12, BMP13 y BMP14
respectivamente. Y, por ultimo, encontramos el grupo formado por BMP9 y BMP10.
BMP11 y BMP15 son miembros mas alejados dentro de la familia, presentando cierta

homologia con GDF8 y GDF9.

Tabla 3. Principales proteinas BMPs y su funcion conocida.

BMP Funcion Referencia

Metaloproteasa,

BMP1 Xiao YT. et al., 2007
papel en la embriogénesis temprana.

BMP2 Formacidn de hueso y cartilago; Nakase T. et al., 2006

(BMP2a) Formacion del corazon. Xiao YT. et al., 2007

BMP3a Regulador negativo en la formacién Hino J. et al., 2004

(Osteogenina) del hueso y cartilago. Bragdon B. et al., 2011

BMP3b Inhibidor de la diferenciacion de los Hino J. etal., 2011

(GDF10) osteoblastos. Matsumoto Y. et al., 2012
Regulador en la formacién

BMP4 Oxburgh L. et al., 2005
embrionaria de extremidades, dientes

(BMP2b) Xiao YT. et al., 2007
y huesos

King JA. et al., 1994
BMP5 Morfogénesis del cartilago
Xiao YT. et al., 2007
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BMP Funcion Referencia
BMP6 Desarrollo del sistema nervioso, Kang Q. et al., 2004
(Vrgl) morfogénesis de hueso y cartilago. Nakase T. et al., 2006

Desarrollo y reparacion de cartilago,
BMP7 Xiao YT. et al., 2007
formacion del rindn, formacion del
(oP1) Kowtharapu BS. et al., 2018
ojo.
BMP8a Ozkaynak E. et al., 1992
Homeostasis de cartilago y hueso.
(oP2) Xiao YT. et al., 2007
BMP8b Ozkaynak E. et al., 1992
Espermatogénesis.
(oP3) Xiao YT. et al., 2007
BMP9 Diferenciacion celular, desarrollo del Kang Q. et al., 2004
(GDF2) sistema nervioso. David L. et al., 2008
Chen D. et al., 2004
BMP10 Desarrollo embrionario del corazén.
Xiao YT. et al., 2007
BMP11 Desarrollo embrionario del sistema Nakashima M. et al., 2003
(GDF11) nervioso, formacién del rifdn. Nakase T. et al., 2006
BMP12
Reddi AH., 2003
(GDF7, Desarrollo de tendones y ligamentos.
Nakase T. et al., 2006
CDMP3)
BMP13
Reddi AH., 2003
(GDF®, Desarrollo de cartilago y hueso.
Nakase T. et al., 2006
CDMP2)
BMP14
Reddi AH., 2003
(GDF5, Regeneracion y reparacion dsea.
Nakase T. et al., 2006
CDMP1)
BMP15
Formacion y regulacion ovarica. Knight PG. y Glister C., 2006
(GDF9)
Feiner N. et al., 2009
BMP16 Regulacion formacién dsea.

Feiner N. et al., 2011
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De la misma manera, BMP16, BMP17 y BMP18 no forman parte de ningun grupo
dentro de la familia, en la actualidad se las considera una subfamilia aparte dentro de la

superfamilia del TGF-B (Miyazono K. et al., 2005; Miyazono K. et al., 2010).

Se han encontrados analogos de las proteinas BMPs en invertebrados. Es el caso
de las proteinas de Drosophila Dpp, codificada en el gen “decapentaplégico”, vy la
proteina 60A, del gen ‘glassbottom boat’. Estas proteinas son de interés ya que se ha
observado que Dpp tiene una homologia del 75% con BMP2 o BMP4, mientras que 60A
tiene una homologia del 70% con BMP6 y BMP7 (Sampath TK. et al., 1992). Estas
similitudes han hecho que varios estudios demuestren que Dpp y 60A pueden inducir la

formacion de hueso y cartilago en animales mamiferos (Sampath TK. et al., 1993).

1.2.3. Estructura y procesamiento de las BMPs.

Como miembros de la superfamilia del TGF-B, las proteinas BMPs son
sintetizadas como precursores de gran tamafio (entre 400 y 500 aminoacidos de
longitud) que, posteriormente, seran procesados dando lugar a un homodimero maduro

unido entre si por un puente disulfuro.

Estas proteinas son sintetizadas en el interior celular como precursores
inmaduros monoméricos (pre-pro-péptido). Estos péptidos constan de: un péptido sefial
en la region N-terminal, encargado de dirigir a la proteina hacia la via secretora; un pro-
dominio, que ayuda en el correcto plegamiento de la forma madura; y el péptido
maduro en si, que se extiende hasta la region C-terminal (Miyazono K. et al., 1988;
Gamez B. et al., 2013), como se muestra en la Figura 3 para el caso de BMP6. En la
secuencia peptidica de estas proteinas podemos encontrar siete cisteinas localizadas en
el extremo C-terminal, seis de estas siete cisteinas son empleadas en la formacion de
tres puentes disulfuro intramoleculares que ayudan al correcto plegamiento y a la
estabilidad de la forma madura de la proteina, esta estructura es conocida como “nudo
de cisteinas” (del inglés, “Cysteine Knots”) (Scheufler C. et al., 1999; Gadmez B. et al.,

2013). Aunque son sintetizados como mondmeros, estos péptidos se asocian entre si
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Figura 3. Secuencia, modificaciones postraduccionales y procesamiento de la proteina BMP6.

(A) Secuencia peptidica de la proteina BMP6. Se muestra la secuencia del péptido sefial (Azul), la secuencia
del pro-péptido (Azul) y la secuencia de la forma madura (Morado). Ademas, se muestra la posicion de las
glicosilaciones () y las cisteinas del péptido maduro que forman parte de puentes disulfuro y estabilizan
la proteina (E). (B) Representacion de los dominios que forman el pre-propéptido de la proteina BMP6
monomérica e inmadura antes de su secrecidn y procesamiento. (C) Representacién de un homodimero
inmaduro de BMP6. La proteina pierde el péptido sefial y es procesada adquiriendo glicosilaciones y
dimerizando, las glicosilaciones se representan mediante tridangulos negros. (D) Representacién de la
forma madura de la proteina BMP6. Se pierde el pro-dominio que forma parte de la forma madura por
medio de un corte en el sitio de maduracion RXXR por una furina.

para dar lugar a homodimeros formando un puente disulfuro entre la séptima cisteina
localizada en el extremo C-terminal de cada secuencia. Posteriormente son procesadas

en el aparato de Golgi, en primer lugar, se someten a un proceso de glicosilacién, para
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después ser cortadas por enzimas furinas en el sitio de maduracion RXXR antes de ser
secretadas al medio como homodimeros maduros. Para que una proteina BMP sea
activa, la dimerizacién, mediante un puente disulfuro, de su forma madura es
indispensable. Tras la secrecidon de la proteina al exterior celular, el dominio inmaduro,
que ha sido escindido de la forma madura, se mantiene unido a ésta de forma no
covalente y ambos son bioldgicamente activos tanto in vivo como in vitro. El dominio
inmaduro no es biolégicamente activo por si solo, pero puede facilitar el plegamiento,
la solubilidad, el transporte y el reconocimiento especifico de la proteina madura,
uniéndose a componentes de la matriz extracelular, como por ejemplo la fibrilina
(Bragdon B. et al., 2011; Sieber C. et al., 2009). Este tipo de unién evita la difusién del
ligando, aumentando su concentracidn local cerca de la célula que lo sintetiza. Por otro
lado, las BMPs también pueden ser secretadas en microvesiculas presentes en los fluidos
corporales, incluido el suero. Se sabe que BMP2 y BMP4 por ejemplo estdn presentes en
el suero, y en general se asume que lo estan en su forma soluble activa (Bragdon B. et
al., 2011). Cabe destacar que, aunque en condiciones normales estas proteinas forman
homodimeros, se ha observado y estudiado por varios grupos la existencia de ciertos
heterodimeros, principalmente formados por BMP2 y BMP6 o BMP7, que parecen
presentar un mayor potencial para desencadenar la cascada de sefializacion de las BMPs

(Sampath TK. et al., 1990; Valera E. et al., 2010; Guo J. y Wu G., 2012).

Figura 4. Estructura de una proteina BMP.
Nudo de cisteina. Representaciéon del nudo de
N C cisteina formado en la estructura de una
BMP. En la figura se pueden observar: cuatro
[dminas B (representadas con flechas), las seis
VI/ [ cisteinas presentes en el dominio maduro de
: la proteina (numeradas de la | a la VI desde el
IV extremo N-terminal al C-terminal), los tres
puentes disulfuro que se forman para ayudar
: ' a la estabilizacion de la proteina
Vi - (representados con lineas verdes y amarilla).
Los puentes disulfuro formados por las
cisteinas Il/V y llI/VI (lineas verdes) forman un
anillo a través del cual es formado el tercer
puente disulfuro entre las cisteinas I/IV.
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Ademas, se ha encontrado una fuerte homologia entre las secuencias de los distintos
miembros de la subfamilia de las proteinas BMPs. Esto se atribuye a que la mayoria de
las proteinas comparten procesos como la secrecion al exterior celular, el plegamiento

o la estabilidad.

1.2.4. Tiposy estructura de los receptores de las BMPs.

Las proteinas BMPs se unen a un complejo de receptores transmembrana. Este
complejo de receptores corresponde a un heterotetrdmero, formado por dos
homodimeros. Se trata de receptores con actividad serina/treonina quinasa que pueden
ser divididos en receptores de tipo | y receptores de tipo Il. Ambos tipos de receptores
comparten la conformacién en la membrana. El extremo N-terminal se localiza en el
exterior celular, corresponde al dominio de unidén con el ligando y contiene entre 10y
12 residuos de cisteina. Ambos poseen una Unica regién transmembrana, y ambos
presentan un dominio serina/treonina quinasa intracelular que sera el encargado de
inicial la cascada de sefializacion (Feng XH. y Derynck R., 2005; Miyazono K. et al., 2010)
(Figura 5). Cuando el ligando se une al dominio extracelular de los receptores, el
receptor de tipo Il es el encargado de transducir la sefial al interior celular trans-
fosforilando el dominio rico en glicina y serina (dominio GS) del receptor tipo I, que
queda activado. El receptor tipo | a su vez es el encargado de fosforilar al siguiente
intermediario, iniciando asi la cascada de sefalizacion. Los ligandos pueden unirse al
dominio extracelular de los receptores tipo | en ausencia de los receptores tipo I, sin
embargo, la presencia de ambos tipos de receptores, trabajando de manera simultanea,
hace que aumente la afinidad de unién por el ligando de manera considerable (Hinck
AP., 2012; Gamez B. et al., 2013). Los receptores de tipo | pueden ser clasificados
atendiendo a su funcion y estructura en dos grupos: en el primero podemos encontrar
a Acvrll (Alk1) y Acvrl (Alk2); al segundo pertenecen Bmprla (AkI3) y Bmprilb (Alk6)
(Bragdon B. et al., 2011). Los receptores tipo | también son conocidos por presentar una
mayor afinidad especifica por los ligandos, de esta manera podemos destacar como el

receptor Bmprla (Alk3) presenta mas afinidad por el grupo de BMPs formado por BMP2
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y BMP4, mientras que Acvrl (Alk2) presenta mds afinidad por el grupo de BMPs formado
por BMP5, BMP6 y BMP7 (OPs) (Liu F. et al., 1995; Gdmez B. et al., 2013).

Al igual que los receptores de tipo |, los receptores de tipo Il pueden clasificarse
en funcién de su estructura y su funcién. En este caso encontramos solo tres tipos de
receptores tipo Il, que son: Bmpr2, Acvr2a y Acvr2b. De entre estos tres receptores
destaca Bmpr2, esto es debido a que este receptor posee una cola peptidica en el C-
terminal que no poseen el resto de receptores tipo Il. Esta prolongacion en el extremo
C-terminal permite la unién y el reclutamiento de intermediarios en la cascada de
sefializacion (como la quinasa LIM, LIMK), favoreciendo asi su fosforilacién por el
complejo de receptores y promoviendo respuestas que otros receptores no son capaces
de inducir (Figura 6). Gracias a la combinacion de los diferentes receptores tipo | y tipo
Il'y a las diferencias que existen entre ellos, el sistema es capaz de unir una gran variedad
de ligandos de manera selectiva e inducir diferentes respuestas de forma especifica.
Esto lleva a que estemos hablando de una ruta de sefializacion altamente compleja que
puede desencadenar un gran nimero de respuestas diferentes en el organismo, ya que
proteinas BMPs que tienen una estructura similar llegan a presentar funciones
diferentes segun el contexto celular (Meynard D. et al., 2009; Perron JC.y Dodd J., 2012;
Gamez B. et al., 2013). Cabe destacar que los receptores tipo | y tipo [l muestran cierta
afinidad entre ellos, y en ausencia de ligando se pueden encontrar tanto homo- como
hetero- complejos de receptores preformados en la membrana celular. Sin embargo, la
union de ligando incrementa de forma notable la oligomerizacion de complejos de

receptores. (Ehrlich M. et al., 2011).

1.2.5. Rutas de senalizacion de las BMPs.

Las proteinas BMPs son capaces de inducir la sefalizacion a través de dos rutas
diferentes. Estas son: la ruta candnica de las BMPs (mediada por las proteinas Smads,
Figura 5) y la ruta no candnica (Figura 6). Existen algunos estudios que demuestran como
la proteina BMP2 es capaz de inducir una via de sefalizacién u otra en funcién de a qué
tipo de receptor se una. Por un lado, si BMP2 se une a un heterotetramero de receptores
tipo | y tipo Il previamente formado, se inducira la via de sefializacion candnica, mediada
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por las proteinas Smad. Si por el contrario BMP2 se une de forma especifica a un dimero
de receptores tipo |, esta union provocara la formacion del heterotetramero mediante
el reclutamiento de un dimero de receptores tipo Il y se inducira la via de sefializacién
no candnica (Nohe A. et al., 2004; Wan M. y Cao X., 2005). Esta caracteristica afiade otra
capa de complejidad a esta familia de ligandos y receptores, ya que en funcién de la

disponibilidad de los receptores se activard una ruta u otra.

1.2.5.1. Ruta de sefalizacion candnica (mediada por las proteinas Smad).

La seializacién a través de las proteinas Smads es el mecanismo principal, asi
como el mas estudiado para el caso de la familia de las BMPs (Figura 5). Cabe destacar
que las proteinas Smad actian como mediadores en la ruta de seiializacién de la
subfamilia de proteinas BMPs, pero no son exclusivos de esta, puesto que proteinas de
esta misma familia actian como mediadores comunes para toda la superfamilia del TGF-
B. Se han caracterizado ocho tipos de proteinas Smads en mamiferos, las cuales se
pueden clasificar en tres tipos atendiendo a su estructura y funcién. En primer lugar,
encontramos el grupo de las R-Smad, llamadas asi por ser proteinas Smad que son
reguladas por los receptores (del inglés, Receptor regulated-Smad). A este grupo de
proteinas pertenecen Smad1l, Smad5 y Smad8, siendo también denominadas BR-Smad,
ya que son reguladas por los receptores de las proteinas BMPs (del inglés, BMP receptor
Regulated-Smad). A este grupo de proteinas R-Smad hay que sumarles Smad2 y Smad3,
gue son reguladas por los receptores de las Activinas y del TGF-B, aunque no por los
receptores de las proteinas BMPs, por lo que son denominadas AR-Smads (del inglés,
Activin receptor Regulated-Smad). El siguiente grupo de proteinas Smads es el
denominado Co-Smad. A este grupo solo pertenece Smad4, y es denominado de esta
manera ya que Smad4 actla como mediador comun para el resto de proteinas Smads
(del inglés, Common mediator Smad). El tercer y Ultimo grupo es de las proteinas Smad
inhibitorias o I-Smad (del inglés, Inhibitory Smad), y estd formado por Smad6 y Smad7
(Sieber C. et al., 2009; Miyazono K. et al., 2010; Gamez B. et al., 2013).
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Figura 5. Ruta de sefializacién candnica (dependiente de proteinas Smad).

La figura representa la via de sefializacién candnica, dependiente de proteinas Smads, inducida por las
proteinas BMPs. En la membrana celular encontramos el complejo de receptores formado por dos
subunidades de receptores tipo | y dos subunidades de receptores tipo Il. Cuando el ligando se une al
complejo de receptores, el receptor tipo Il transfosforila al receptor tipo |, y este a su vez es el encargado
de fosforilar a las R-Smad (Smad1,5,8). La fosforilacion de R-Smad permite la unién de Co-Smad (Smad4)
y la formacién de un complejo multimérico entre dos moléculas de R-Smad y una de Co-Smad. Dicho
trimero se translocara al interior del nucleo para actuar como factor de transcripcidon de diversos genes,
muchos de ellos relacionados con la neurogénesis. Tras este proceso se pierden las fosforilaciones, el
complejo se desensambla y las moléculas de R-Smad y Co-Smad, como mondmeros, son translocadas de
vuelta al citoplasma para iniciar el proceso de nuevo.
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Las proteinas R-Smad constan de dos dominios diferenciados entre si vy
altamente conservados, son los denominados MH1 y MH2 (del inglés, MAD Homology 1
y 2). MH1 corresponde al dominio N-terminal y es el responsable de la unién de la R-
Smad al DNA. MH2 por otro lado, corresponde al dominio C-terminal y es el responsable
de la especificidad de la proteina, la unidn con el receptor tipo | y, ademas, contiene la
secuencia de aminodacidos SXSS, que recibirad la fosforilacion (Shi Y. et al., 1997). En
condiciones normales, si el receptor de tipo | estd inactivo, las R-Smad adquieren una
conformacion auto-inhibitoria. Los dominios MH1 y MH2 de la proteina R-Smad se
pliegan sobre si mismos adquiriendo una conformacién ‘cerrada’ que impide que estas
moléculas actien como intermediarios en la sefializacidn. Si por el contrario el receptor
de tipo | se encuentra activo (fosforilado), la proteina R-Smad serd fosforilada por el
receptor en el sitio SXSS del dominio MH2, impidiendo asi que la proteina se pliegue y
adquiera dicha conformacion auto-inhibitoria, quedando asi ‘activada’ (Wrana JL.,
2000). En estas condiciones, las proteinas R-Smad son reclutadas por Co-Smad (Smad4),
la cual formara un complejo multimérico (trimero) con dos moléculas de R-Smad activas
interactuando a través de sus dominios MH2. Es este complejo de proteinas Smads (R-
Smad/Smad4/R-Smad) el que sera translocado al interior nuclear para actuar de factor
de transcripcion ayudado por diferentes cofactores (Itoh S. et al., 2000; Hill CS., 2009;
Gamez B. et al., 2013) (Figura 5).

Este proceso esta regulado en numerosos puntos. De entre todos ellos podemos
destacar el papel que juegan las proteinas Smad inhibitorias o I-Smad (Smad6 y Smad7).
Estas proteinas se unen a los receptores de tipo | compitiendo de forma dominante con
las R-Smad e impidiendo asi que estas sean fosforiladas y activadas (Derynck R. y Zhang
YE., 2003). Ademas de las Smad inhibitorias, esta ruta de sefalizacién también puede
ser regulada mediante la ubiquitinacion y consecuente degradacion de los
intermediarios por el proteasoma, o por la interaccion con otras proteinas con actividad

quinasa, como Gsk3 y MAP quinasa (Wicks SJ. et al., 2006; Fuentealba LC. et al., 2007).
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1.2.5.2. Ruta de sefalizacion no candnica (independiente de Smad).

Existe otra via de sefalizaciéon inducida por las BMPs, pero, en este caso,
independiente de las proteinas Smads. Como hemos comentado anteriormente, si se
induce la oligomerizacion del heterotetramero de receptores debido a la unidn del
ligando con un mondmero o dimero de receptores tipo | y posteriormente se recluta al
receptor de tipo Il, se activara la ruta de sefializacion no candnica. Como en el caso de
la ruta candnica, los receptores de tipo Il trans-fosforilaran a los receptores de tipo |, y
estos a su vez serdn los encargados de reclutar a proteinas de unién al complejo receptor
como BRAM1 y XIAP. Una vez unidas al complejo de receptores, estas proteinas son las
encargadas de atraer a TAB1. TAB1, a su vez, induce la activacion y fosforilacién de TAK1,
proteina perteneciente a la familia de las MAPKKK, que sera la encargada de iniciar
diferentes mecanismos de sefializacién como pueden ser los de p38 MAPK, JNK o ERK
(Kurozumi K. et al., 1998; Yamaguchi K. et al., 1999; Lu M. et al., 2007). TAK1 también
fosforila a Smad1 en multiples sitios, uno de los cuales es el sitio SXSS C-terminal que
también fosforilan los receptores de BMP de tipo |. Por lo tanto, existen puntos de
“crosstalk” entre las rutas candnica y no candnica de las BMPs (Greenblatt MB. et al.,
2010). De la misma forma existen estudios que muestran que las BMPs también pueden
inducir la sefializacion a través de GTPasas de la familia Rho, de fosfatidilinositol 3-
quinasa/Akt (PI3K/Akt) o incluso otros tipos de MAP quinasas (Derynck R. y Zhang YE.,
2003; Zhang YE., 2009; Gamez B. et al., 2013).

También se ha podido observar que las proteinas BMPs participan en el proceso
de migracidon y crecimiento de las dendritas y del axdn de neuronas, y que estos efectos
no dependen de la activacion de las proteinas Smads, pero si de la funcién de LIMK (Lee-
Hoeflich ST. et al., 2004; Eaton BA. y Davis GW., 2005). Esta quinasa es reclutada por el
complejo de receptores uniéndose a un dominio especifico en la cola citoplasmatica de
los receptores de tipo Il, siendo Bmpr2 el Unico receptor tipo Il que posee dicho dominio
de union (Foletta VC. et al, 2003; Lee-Hoeflich ST. et al., 2004). Ademas del
reclutamiento por Bmpr2, la actividad de LIMK también depende de la activacion de la
GTPasa Cdc42 (que a su vez activa a la quinasa PAK, la cual fosforila a LIMK), de PI3K'y

de la MAP quinasa p38 al menos en células
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Figura 6. Ruta de sefializaciéon no candnica (Smad independiente).
Figura que representa los posibles intermediarios descritos de la ruta no candnica de sefalizacion de las

BMPs. Si la oligomerizacién del complejo de receptores en la membrana celular es inducida por la union
de ligando al receptor tipo I, las proteinas BRAM1 y XIAP seran reclutadas por el complejo una vez
formado. Estas a su vez reclutaran a TAB1 y éste a su vez fosforilara a la MAPKKK TAK1. TAK1 es el
encargado de continuar con la cascada de sefializacién hasta llegar a activar p38 MAPK, JNK o ERK. Por
otro lado, esta ruta de sefializacion interviene en los procesos de migracién celular y desarrollo de neuritas
a través del reclutamiento de LIMK por el receptor de tipo Il Bmpr2. Este receptor es el Unico que tiene
un dominio de unidn para LIMK en su extremo C-terminal. Una vez unido al receptor, LIMK es activado
por la GTPasa Cdc42. Sim embargo, no se conoce el mecanismo por el cual Cdc42 ayuda a la activacién de
LIMK o si participan otros intermediarios. De la misma forma, se ha observado que esta ruta de
sefializacién también puede activar una respuesta a través de PI3K o Rho, aunque el mecanismo no esta

bien caracterizado.
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mesenquimales, que reorganizan su citoesqueleto en respuesta a BMPR2 (Gamell C. et

al., 2008; Gamell C. et al., 2011; Gdmez B. et al., 2013).

Sin embargo, son necesarios nuevos estudios relacionados con esta ruta de
sefializacion ya que aspectos como la habilidad de los receptores, o combinaciones de
ellos, para inducir esta ruta de sefializacion o la completa relacion de los intermediarios

gue participan en ella aun son desconocidos.

1.2.5.3.  Regulacion de la sefializacion de las BMPs.

Esta familia de proteinas constituye una de las mds importantes del organismo.
Es por eso que se encuentra altamente regulada a muchos niveles. Podemos hablar de
regulacién extracelular de los ligando y regulacién intracelular de los intermediarios de

la cascada.

1.2.5.3.1. Regulacion extracelular de la sefializacion de BMPs.

Se han caracterizado muchas moléculas antagonistas de las proteinas BMPs que
regulan esta ruta de sefializacion extracelularmente, a nivel del ligando. Entre ellos
podemos destacar: la familia de Chordin/Noggin, la familia del Tsg (del inglés, Twisted

Gastrulation) o Follistatin.

El principal antagonista de las BMPs, y el mas estudiado, es Noggin. Noggin es
una glicoproteina perteneciente a la familia de Chordin que es secretada como un
homodimero y que juega un papel importante en la inhibicidn de BMP en la formacién
del eje dorso-ventral durante el desarrollo. Esta molécula se une a BMP2 y BMP4 con
mucha afinidad, aunque puede unir también al resto de BMPs, forma un complejo con
el ligando y de esta forma impide el reconocimiento y unién de la BMP por el complejo
de receptores en la membrana (Krause C. et al., 2011). Muchos de los componentes de
la familia de Chordin actudan de la misma manera que Noggin, se unen de forma directa
a la proteina BMP, la secuestran y regulan muchos eventos en las etapas de desarrollo

(Garcia-Fernandez J. et al., 2007).
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Otra molécula que regula la sefalizacién de las BMPs a nivel extracelular es
Follistatin. Esta glicoproteina puede unir a BMP2, BMP4 y BMP7 y forma un complejo no
funcional junto con el receptor de membrana. Al igual que Noggin, Follistatin es un
regulador importante de la sefializacion de las BMPs en etapas de desarrollo. Por
ejemplo, puede modular la actividad de BMP7 durante el crecimiento del musculo en

etapas embrionarias (Amthor H. et al., 2002).

Otro factor importante que influye en la regulacion de la senalizacion es el
transporte y la difusibilidad de los ligandos. Se ha observado que una vez sintetizadas,
procesadas y secretadas al medio extracelular las BMPs pueden interaccionar con
distintas matrices extracelulares, quedando retenidas. Esto puede favorecer que
aumente la concentracion local, como se ha descrito anteriormente pero también puede
impedir que realicen su funcidn (Osses N. et al., 2006). Es el caso de BMP4, que una vez
secretada puede interaccionar con matrices de colageno IV o tenascina C impidiendo
gue la proteina llegue a los receptores de membrana especificos (Xiaomeng W. et al.,
2008; Garcion E. et al., 2004). Las proteinas de la familia del Tsg (Twisted Gastrulation),
actuando como inductores de la ruta de sefializacion, liberan a las BMPs de las matrices
extracelulares permitiendo su difusion y favoreciendo su actividad (Sawala A. et al.,
2012; Gdmez B. et al., 2013). Sin embargo, la familia del Tsg juega un doble papel en la
regulacién de las BMPs. Estas proteinas también pueden actuar como un antagonista de
la sefializacion de BMPs, ya que se ha observado que aumenta la estabilidad de los
complejos formados por Chordin/BMP, favoreciendo que los ligandos permanezcan

secuestrados (Chang C. et al., 2001; Ross JJ. et al., 2001).

1.2.5.3.2.  Regulacion intracelular de la sefializacion de BMPs.

El principal punto de regulacién intracelular, aunque no el Unico, es a través de
las Smad inhibitorias (I-Smad), Smad6 y Smad7. Ambas proteinas actlan como
inhibidores de la sefializacion candnica de las BMPs, aunque se ha observado que Smad7
también puede inhibir la sefalizacién a través del TFG-B. De hecho, la fosforilacion de
Smad1l o Smad5 (sefializacién candnica de BMPs) incrementa los niveles de expresiéon

de Smad6, mientras que la fosforilacion de Smad2 o Smad3 (sefializacion de TFG-B)
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incrementa los niveles de expresion de Smad7 (Stopa M. et al., 2000; Ishida W. et al.,

2000).

Existen varios mecanismos por los que las I-Smad pueden inhibir la sefializacién
inducida por las proteinas BMPs. En primer lugar, a nivel de receptor, las I-Smad
compiten de forma dominante con las R-Smads por la unién con el receptor tipo I. De
esta forma, las I-Smad impiden la fosforilacién de las R-Smads y su activacién, inhibiendo
la ruta de sefializacion (Goto K. et al., 2007). En segundo lugar, a nivel de Co-Smads,
compitiendo con las Co-Smads (Smad4) para formar un oligdmero con las R-Smads
activadas. Se ha observado que Smad6 puede unirse con Smad1 activas para formar un
trimero que no podra ser translocado al interior nuclear y por tanto no sera funcional
(Murakami G. et al., 2003). Por ultimo, las I-Smad también pueden actuar a nivel nuclear.
Estas proteinas son capaces de unirse al DNA e impedir la formacién de complejos DNA-
R-Smad/Co-Smad funcionales impidiendo que estos actien como factores de
transcripcion (Zhang S. et al., 2007). Ademas de a estos tres niveles, las [-Smads también
son capaces de reclutar a la ubiquitin ligasa Smurfl (del inglés, Smad Ubiquitin
Regulatory Factor 1). Esta ligasa puede unirse al complejo de receptores de membrana
y ubiquitinar tanto a los receptores de tipo | como a las R-Smads (Smad1, Smad5,

Smad8), que seran degradadas a través del proteasoma (Murakami G. et al., 2003).

1.2.5.3.3. Regulacion a nivel de membrana.

Ademas de la regulacion extra- e intracelular existe otro tipo de regulacion de la
senalizacion de las proteinas BMPs a nivel de membrana. Se trata de proteinas
transmembrana que regulan de forma negativa la actividad de la ruta. La proteina de
esta familia mas estudiada es Bambi, un receptor truncado muy similar
estructuralmente a los receptores de tipo | pero que carece de dominio tirosin quinasa
intracelular y que por tanto no es capaz de transducir la sefial al interior celular. Bambi
compite con los receptores de tipo | por la unidn con los receptores de tipo Il, de esta
manera se forman complejos no funcionales y se regula la sefializacién (Onichtchouk D.,
et al., 1999). Otro ejemplo de proteinas capaces de interaccionar con los receptores de

las BMPs de tipo Il lo podemos encontrar en TrkC, proteina perteneciente a la familia de
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receptores de las neurotrofinas Trk. Este receptor se une a Bmpr2 e impide que éste se

una a los receptores de tipo |, inhibiendo la sefalizacién de las BMPs (Jin W. et al., 2007).

1.2.6. La funcion de las BMPs en el sistema nervioso.

1.2.6.1. Funcion de las BMPs durante el desarrollo del sistema nervioso.

Las etapas de desarrollo del sistema nervioso en un organismo constan de
numerosos procesos que se suceden de manera progresiva y continua, en los que
intervienen multiples proteinas y rutas de sefializacion, entre ellas las BMPs. La
induccion y morfogénesis del tejido, la expansién o muerte de poblaciones celulares o
la diferenciacion terminal de poblaciones de progenitores son algunos de estos procesos
en cuya regulacion intervienen las proteinas BMPs. La regulacién que presentan las
BMPs se caracteriza en primer lugar, por la expresiéon diferencial y temporal de los
receptores y, en segundo lugar, por el gradiente que presentan los ligandos en los
diferentes tejidos, ya que estamos hablando de morfégenos. Se ha descrito que las
BMPs influyen en el desarrollo de numerosas regiones del sistema nervioso. Las BMPs
inhiben la proliferaciéon e inducen la diferenciaciéon neuronal en la zona ventricular
cortical a dia embrionario (E) en ratén E12-E14, donde se expresan de forma notoria (Li
W. et al., 1998), inducen la diferenciacion a astrocitos de los precursores encontrados
en la ZSV embrionaria en etapas mds tardias del desarrollo (E17) (Gross RE. et al., 1996;
Gomes WA. et al., 2003), inhiben la diferenciacion oligodendroglial (Mabie PC. et al.,
1999; Gomes WA. et al., 2003) y mantienen indiferenciados a los progenitores del
epitelio olfatorio a E15 (Shou J. et al., 1999) o inducen muerte celular programada
(Furuta V. et al., 1997), entre muchas otras funciones (Hegarty SV. et al., 2013). Los
efectos sobre el mantenimiento de la indiferenciacidn se deben a la induccién de los
genes de la familia Hes e Id, que secuestran a las proteinas E, impidiendo la accién de
los factores de transcripcion pro-neurales de la familia bHLH, como los pro-neurogénicos
Ngn1/2, Asclly NeuroD, o pro-oligodendrogliales Olig1/2. En cuanto a la diferenciacion
a astrocitos, las BMP sinergizan con LIF, activando promotores especificos de la astroglia
como GFAP a través de un complejo Smad1-p300/CBP-Stat3 (Nakashima K. et al., 1999).
Curiosamente, en células progenitoras que expresan Ngnl, el complejo Smad1l-
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p300/CBP queda secuestrado por Ngnl-proteina E de forma que no pueden activarse
los promotores especificos de genes gliales mientras que se activan los de los genes de
diferenciacién neuronal. De este modo, Ngn1 convierte la sefializacion pro-gliogénica de

las BMPs en pro-neurogénica (Sun Y. et al., 2001).

En etapas anteriores, las proteinas BMPs son bien conocidas por ser reguladores
importantes en el desarrollo y formacidn del tubo neural dorsal (Liu A. y Niswander LA.,
2005). Muchos estudios muestran que tanto los ligandos como los receptores de esta
familia de proteinas se expresan en las células que forman parte del tubo neural en
distintos dominios, incluso a E8.5, antes del cierre de esta estructura (Furuta Y. et al.,
1997). Destaca la co-expresion de diversas Bmps en la linea media dorsal del tubo del
cerebro anterior en ratén. De la misma forma, estudios dirigidos hacia las proteinas
Smads, y sus formas fosforiladas, han demostrado que la ruta de sefializacién candnica
se encuentra activa en dichas poblaciones celulares en el modelo de pollo (Faure S. et
al., 2002). También se ha observado la expresion del antagonista de las BMPs, Noggin,
durante el proceso de cierre del tubo neural dorsal, sugiriendo que se trata de un
proceso de regulacion muy precisa (Mine N. et al., 2008). De hecho, gradientes muy
altos o muy bajos de BMPs, o errores en la expresidon de Noggin, pueden generar
defectos importantes en la formacion del tubo neural y sus estructuras (Stottmann RW.
etal., 2006). Otro ejemplo clasico es la funcidn del gradiente de BMP en la especificacion
de la identidad posicional de los progenitores a lo largo del eje dorso-ventral del tubo
neural. Esta identidad queda definida por los gradientes antiparalelos de BMP (dorsal) y

Shh (ventral) (Zagorski M. et al., 2017).

Toda esta actividad reguladora presentada por las BMPs en el desarrollo del
sistema nervioso en distintos modelos de vertebrados sugiere que la transduccién de
sefales por los receptores juega un papel muy importante y conservado. Los complejos
de receptores en estas etapas del desarrollo estan formados por el receptor de tipo Il
BMPR2y los tres receptores de tipo | (BMPR1A, BMPR1B y ACVR1). Sin embargo, se sabe
que el receptor de tipo | BMPR1A juega un papel muy importante en estos procesos ya
gue se encuentra mas expresado que los otros dos receptores (BMPR1B y ACVR1) en los

precursores neurales en las primeras etapas del desarrollo (Panchision DM. et al., 2001;
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Dudas M. et al., 2004). Ademas, este receptor tiene mayor afinidad por los ligandos
BMP2 y BMP4, ligandos muy expresados y activos en el desarrollo del tubo neural (Liem
KF Jr. et al., 1997; Ybot-Gonzalez P. et al., 2007); ademas se ha observado que la
sobreexpresion de este receptor produce un incremento de neuronas a lo largo del tubo
neural (Yamauchi K. et al., 2008). La expresidon temprana y ubicua del receptor Bmprla
promueve la proliferacion en células precursoras del sistema nervioso central. Por el
contrario, Bmprlb se expresa de forma mas tardia (aprox. a E8.75) y esta restringido a
la zona dorsal, estando relacionado con la apoptosis en etapas tempranas y con la
diferenciacién de los precursores en etapas intermedias del desarrollo. Se ha podido
observar que la sefalizacién a través de BMPR1A induce la expresién de Bmprlb en las
células precursoras, lo que explica que los receptores actien de forma secuencial
durante el desarrollo y que la accién del receptor BMPR1B sea mds tardia y restringida
(Panchision DM. et al., 2001). Otro ejemplo interesante de accion diferencial entre los
receptores se ha descrito durante las etapas iniciales de la hipertrofia de los astrocitos
tras una lesidn, proceso en el qgue BMPR1A y BMPR1B tienen efectos opuestos (Sahni V.

et al., 2010).

Las proteinas BMPs también estan implicadas en el desarrollo del hipocampo y del
GD. El desarrollo del hipocampo depende en gran medida de las proteinas BMPs y WNT
producidas por el “cortical hem” o limbo cortical (Meyer G. et al., 2002). Esta estructura,
qgue se encuentra en el punto donde convergen el plexo coroideo y el primordio del
hipocampo, es considerada como un centro de sefializacion que secreta varios
morfégenos (BMPs y WNTSs) a las dreas cercanas, entre ellas, al hipocampo (Grave EA.
et al.,, 1998). Estudios mas recientes han observado que esta estructura se encarga
también de regular la proliferaciéon e identidad celular de gran parte de las células
pertenecientes al cortex. De igual manera, se ha observado que la doble ablacién de los
receptores de las BMPs de tipo |, Bmprlay Bmprlb, provocan defectos en la formacién
del giro dentado del hipocampo. La diferencia mas notoria entre los animales control y
los Knockout dobles se observa en la primera semana posnatal, cuando la proliferacién
de los progenitores de la denominada matriz germinal terciaria, que dara lugar a la
mayor parte de las neuronas granulares, alcanza su maximo. Esto es debido, en parte, a

III

una inhibicién de la expresién de Wnt3a en el “cortical hem”, y por tanto se infiere que

52



a lainhibicion de la sefializacion por WNT en tejidos circundantes, lo que encaja ademas
con la observacién de que la sefializacién a través de los receptores de BMPs tipo | puede
inducir la expresion de Lefl en el GD (Choe Y. et al., 2013). De hecho, en estos animales,
todas las capas celulares del GD, incluyendo la CG, estan muy reducidas (Caronia-Brown
G. et al., 2010). Cabe destacar que el receptor de BMPs de tipo | ACVR1 también estd
implicado en el desarrollo del giro dentado del hipocampo. Como se acaba de
mencionar, e ha observado que la perdida de este receptor produce una bajada muy
acusada en la expresion de Lef1 durante el desarrollo del giro dentado, lo que se traduce
en una pérdida del nimero de células madre radiales de Tipo 1 y progenitores de Tipo
2a Thr2+, asi como de células que expresen marcadores de proliferacion a dia posnatal
P30 (Choe Y. et al., 2013). Este descenso conduce a una reduccién del niumero de
neuronas granulares Prox1+ y a una disminucién del tamafo del GD. Todos estos datos
apuntan a un papel importante de las proteinas BMPs durante el desarrollo del giro

dentado del hipocampo.

Estas son solo varias pinceladas de como tanto los ligandos, como los receptores,
e incluso los antagonistas, de las BMPs son necesarios para el correcto desarrollo del
todo el sistema nervioso durante las etapas embrionarias, y especialmente, para el

desarrollo del GD (Liu A. y Niswander LE. 2005; Stottmann RW. y Klingensmith J., 2011).

Otro papel importante que desempefan las proteinas BMPs es el de regular la
neuritogénesis de las neuronas. El ligando mas relacionado con esta funcidon es BMP7,
cuyo papel en la formacién de las dendritas ha sido ampliamente estudiado en neuronas
corticales e hipocampales (Le Roux P. et al., 1999; Withers GS. et al., 2000; Jan YN. y Jan
LY., 2001; Miller FD. y Kaplan DR., 2003). También se ha relacionado con la
neuritogénesis al receptor de tipo Il BMPR2. Este receptor se encuentra altamente
expresado en tejido nervioso y, en concreto, se localiza en las puntas de las dendritas
corticales (Lee-Hoeflich ST. et al., 2004). Ademas, como se ha explicado anteriormente
(apartados 1.2.4y 1.2.5), consta de una cola en su extremo C-terminal, de la que carecen
el resto de receptores tipo Il, y que no interviene en la sefalizacién candnica
dependiente de las proteinas Smads. Se ha podido observar que esta cola en el extremo

C-terminal del receptor BMPR2 es esencial para la neuritogénesis inducida por BMP7
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(Lee-Hoeflich ST. et al., 2004). Esto es debido a que la quinasa LIM (LIMK), que regula el
citoesqueleto de actina a través de la fosforilacion de ADF/cofilina (que une F-actina y
regula la dinamica de polimerizacién de los filamentos de actina en el cono de
crecimiento), y la quinasa c-Jun (JNK), que regula la estabilidad de los microtubulos, se
unen al extremo C-terminal del receptor Bmpr2 para ser activadas (Podkowa M. et al.,
2010). Mutaciones en este extremo del receptor provocan la inactivacion de LIMK
generando un fenotipo letal en embriones y severas deficiencias en el sistema vascular
y sistema nervioso de animales knockout condicionales (Foletta VC. et al., 2003). Todos
estos datos indican que el receptor Bmpr2 participa en la remodelacion y regulacién del
citoesqueleto y, por tanto, facilita la neuritogénesis dependiente de BMPs al menos en
algunas poblaciones neuronales (Podkowa M. et al., 2010). Sin embargo, existen muchos
interrogantes sobre los intermediarios, asi como los mecanismos concretos, que

participan a lo largo de esta cascada de sefializacion.

1.2.6.2. Funcion de las BMPs durante estadios adultos.

En etapas adultas la sefializacién mediada por proteinas BMPs continua siendo
muy importante para el sistema nervioso, sin embargo, su efecto es muy diferente al

que presentan durante el desarrollo.

En el GD del hipocampo adulto, las proteinas BMPs son esenciales para mantener
el equilibrio entre proliferacion y quiescencia de las AH-NSCs en la ZSG, lo que previene
la pérdida prematura de la actividad neurogénica hipocampal (Mira H. et al., 2010; Bond
AM. et al.,, 2014). En este nicho neurogénico los receptores de las BMPs siguen un
patrén de expresion especifico, Bmprla presenta una mayor expresiéon y es el principal
transductor de la sefalizacién de las BMPs en las NSCs radiales de Tipo 1, mientras que
Bmprlb se encuentra mas expresado en las neuronas de nueva generacién, asi como en
neuronas maduras. Estudios in vivo han recalcado la importancia del receptor BMPR1A
y su sefializacion en la poblacion de AH-NSCs, ya que la perdida de funcidn de éste
especificamente en las NSCs, empleando animales Knockout condicionales, produce una
salida de la quiescencia y activacion masiva de las NSCs, llegando a agotar la poblacion

(Mira H. et al., 2010).
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Sin embargo, aunque se ha descrito la expresion de ligandos de la familia de las
BMPs en el nicho hipocampal, tenemos que destacar que la fuente fisiolégica de las
BMPs en el giro dentado no se conoce aun. Se ha observado la existencia de células del
nicho que podrian estar secretando ligandos de la familia de las BMPs, en este sentido
se ha descrito la co-localizacion de BMP4 con el endotelio o la de BMP6 con células de
microglia (Yousef H. et al., 2015). De la misma forma, se ha descrito que cultivos
celulares de AH-NSPCs secretan ligandos de las BMPs de forma autocrina in vitro, lo que
podria sugerir un mecanismo de control auténomo celular de la proliferacion. In vivo, se
ha observado la expresion de inhibidores de las BMPs, como Noggin, en el GD. Estos
inhibidores son capaces de bloquear la sefializacién por BMPs mediante el secuestro del
ligando, permitiendo asi la proliferacién de las AH-NSPCs (Bonaguidi M. et al., 2008).
Algunos estudios han descrito como una mayor expresién del inhibidor Noggin y, por
tanto, una menor sefializacién de las proteinas BMPs, es capaz de incrementar la
proliferacion de las NSC radiales de tipo 1, dando lugar a un incremento en la
neurogénesis (Guo W. et al.,, 2011). Nuestro grupo también ha demostrado que la
administracion de Noggin recombinante en el hipocampo adulto, infundida con
minibombas osmaticas, aumenta la proliferacién de las NSC radiales de Tipo 1 (Mira H.

et al., 2010).

También se ha podido observar que las proteinas BMPs estan implicadas en la
diferenciacién y maduracién de los progenitores granulares. La expresion de Bmp4 por
medio de un lentivirus no solamente induce la quiescencia de NSCs, progenitores y
neuroblastos en el GD de ratones adultos, disminuyendo el nimero de nuevas neuronas,
sino que también ralentiza el proceso de diferenciacion neurogénica. De la misma
forma, la inhibicion de esta sefializacion, por medio de un lentivirus que expresa Noggin,
induce la entrada en el ciclo celular, expandiendo la poblacion de progenitores vy
neuroblastos en el GD de ratones adultos. (Bond AM. et al., 2014). Ademds, tanto la
sobreexpresién de Noggin como la ablacion de Bmpr2 aumenta la produccion de
neuroblastos, acelerdndola a corto plazo, pero sin cambiar el nimero total de nuevas
neuronas generadas a largo plazo (Bond AM. et al., 2014). No se han analizado posibles
efectos de las BMPs o de sus receptores sobre la maduracion morfoldgica de las nuevas

neuronas del GD adulto.
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La sefializacidon a través de las BMPs también es la encargada de regular los
cambios fisioldgicos que sufre el nicho del hipocampo adulto en respuesta a factores
externos, como el ejercicio fisico. Se ha observado que el ejercicio voluntario en ratones
incrementa la expresién del inhibidor de BMPs Noggin y disminuye la de Bmp4, siendo
esta disminucién de la sefializacién de BMPs responsable, al menos en parte, del efecto
positivo del ejercicio sobre la proliferacidon y la neurogénesis hipocampal (Gobeske KT.

etal., 2009).

Al igual que en el giro dentado del hipocampo, las BMPs también regulan la
proliferaciéon y diferenciacion de las NSCs en la ZSV adulta. Las NSCs y los progenitores
de rapida amplificacién expresan BMP2/4 asi como Bmprla en la ZSV. Sin embargo, los
neuroblastos expresan Bmprlb y pierden la expresion de BMP4. Este patron de
expresion es similar al encontrado en la ZSG, y sugiere un papel temprano de las BMPs
y del receptor Bmprila en la decisién del destino celular, asi como un papel tardio en el
proceso de neurogénesis de Bmprlb (Lim DA. et al., 2000; Panchision D. y McKay RDG.,
2002). Algunos experimentos in vivo han podido observar que la inyeccién ventricular
de BMP4 inhibe la proliferacién de las NSCs y los progenitores en la ZSV (Mercier F. y
Douet V., 2014). De la misma forma, estudios in vitro han descrito como la proteina
BMP4 puede actuar como una sefial gliogénica, impidiendo la adquisicién del linaje
neuronal y promoviendo la del linaje astroglial en cultivos de NSPCs provenientes de la
ZSV (Lim DA. et al., 2000). Sin embargo, existen otros estudios in vitro en los que la
inhibicion de la sefializacién de las BMPs, a través de la inactivacion de Smad4, aumenta
la expresion del factor de transcripcion Olig2, promoviendo la adquisicion del linaje

oligodendroglial y reduciendo la neurogénesis (Colak D. et al., 2008).

Una vez los neuroblastos entran en el camino migratorio rostral (CMR) y migran
hacia el bulbo olfactorio, éstos vuelven a ser expuestos a los ligandos de las BMPs
expresados por las células gliales a lo largo del CMR. Esto sugiere una funcion de las
BMPs en la supervivencia de los progenitores o una funcién a modo de sefial madurativa
para las neuronas de nueva generacién (Peretto P. et al., 2004; Liu S. et al., 2004; Choe

Y.etal, 2016).
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En definitiva, el trabajo realizado hasta la fecha indica que las BMPs son proteinas
expresadas ampliamente en el cerebro adulto, moduladas por inhibidores como Noggin
o LRP2 en los nichos, que ajustarian los niveles de sefalizacién para promover la

proliferacion y diferenciacidn de las NSCs (Choe Y. et al., 2016).
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1.3. Lajfamilia de proteinas W'nt.

1.3.1. Origeny descubrimiento de las proteinas de la familia Wnt.

Las proteinas Wnt (del inglés, Wingless-type MMTV integration site family)
constituyen una familia de glicoproteinas de secrecidn con cardcter hidrofébico que
intervienen en la regulaciéon de numerosos procesos biolégicos como la proliferacién,
diferenciacién, migracion, adhesién, o incluso, la supervivencia y la muerte celular
(Nusse R., 2012; Willert K. y Nusse R., 2012). Esta capacidad para regular diferentes
procesos bioldgicos es debida a que se trata de proteinas capaces de activar diferentes
cascadas de seiializacidon dependiendo del patrén de expresidon temporal de ligandos y
receptores que puede presentar una célula (Michaelidis TM. y Lie DC., 2008; Marchetti
B.y Pluchino S., 2013).

El primer gen descubierto, relacionado con estas proteinas, fue Wntl1 en 1982,
aunque inicialmente fue denominado Intl. Este gen fue descubierto en primer lugar
como un gen activado a consecuencia de la integracién del DNA virico en estudios
relacionados con la caracterizacion de tumores de mama inducidos en ratones mediante
virus (Nusse R. y Varmus HE., 1982). Cinco anos después, en 1987, se identifico en
Drosophila el gen Wg (del inglés, Wingless), como un gen homologo al gen Int1 de ratdn
y responsable de la formacién del tronco dorsal y desarrollo de la epidermis. De esta
manera, se acund el término Wnt, como una combinacién de Int1 y Wg (Rijsewijk F. et
al., 1987). Fue, por tanto, en este organismo, Drosophila, en el que se investigaron y
caracterizaron muchos de los componentes de esta via de sefializacién en los anos

siguientes.
1.3.2. Caracterizacion de los ligandos de la familia de Wnt.
Actualmente se han podido caracterizar 19 tipos de proteinas Wnt en mamiferos,
cada una de ellas con una longitud de entre 350 a 400 aminoacidos y un peso molecular

de 40 KDa aproximadamente (Coudreuse D. y Korswagen HC., 2007; Nusse R., 2012;
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Clevers H. y Nusse R., 2012). El primer ligando que se consiguio purificar y caracterizar
fue Wnt3A en 2003 en el ratén (Willert K. et al., 2003). Gracias al estudio de esta
proteina se observé que los miembros pertenecientes a esta familia de proteinas son
ricos en cisteina y presentan modificaciones postraduccionales indispensables para su
correcta actividad bioldgica. Por ejemplo, Wnt3a presenta una glicosilacion en el
extremo N-terminal que favorece su correcta secrecion, asi como modificaciones
lipidicas por unién covalente de acido palmitico que ayudan a su reconocimiento por
parte del receptor y eficiencia a la hora de activar la senalizacion (Gao C. et al., 2014;
Gross JC. y Boutros M., 2013). Estas modificaciones postraduccionales ocurren en el
reticulo endoplasmatico por la accidn de la acetiltransferasa Porcupine (Porcn) justo
antes de su secrecion. Se ha observado que defectos en la funcién de esta
acetiltransferasa produce errores en la secreciéon de Wnt3a, llevando a su acumulacién
en el reticulo endoplasmatico en Drosophila (Kadowaki T., et al., 1996; Takada R. et al.,
2006). Una vez secretados, los ligandos de la familia Wnt interaccionan en la matriz
extracelular con proteoglicanos que ayudan a la estabilizacion y a evitar la agregaciony,

por tanto, la pérdida de funcién, de estas proteinas (Buechling T. y Boutros M., 2011).

1.3.3. Receptores de las Wnts.

Una vez secretados, los ligandos de la familia de las Wnts se unen de forma
especifica a un complejo de receptores de membrana formado por un receptor de tipo
Frizzled (Fz) y un co-receptor de tipo LRP5/6 (Clevers H. y Nusse R., 2012). Los receptores
tipo Frizzled fueron los primeros en ser caracterizados y relacionados con la ruta de
sefializacion de las proteinas Wnts, y se caracterizan por ser proteinas con siete
dominios transmembrana (Schulte G. y Bryja V., 2007). En la actualidad se conocen 10
receptores Fz, todos ellos conservan los siete dominios transmembrana y, ademas,
presentan un gran dominio extracelular en el extremo N-terminal rico en cisteinas que
facilita la unién de los ligandos Wnt (Bhanot P. et al., 1996; Janda CY. et al., 2012). El
otro tipo de receptor que forma el complejo son los LRP5/6 (del inglés, Low-Density
Lipoprotein Receptor-related Protein). Estas proteinas de membrana actian como co-
receptores necesarios para la sefializacion (Angers S. y Moon RT., 2009). Al igual que los
receptores Fz, estos co-receptores también poseen un dominio de unién de Wnt
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extracelular en el extremo N-terminal. Y es la unién de una proteina Wnt con el co-
receptor LRP5/6 lo que favorece y estabiliza la interaccidn de los receptores para formar
el complejo de receptores unido con el ligando, Fz-LRP5/6-ligando (Angers S. y Moon

RT., 2009).

Ademas de los receptores tipicos que participan en la ruta de las Wnts, Fz y LRP,
se han descrito otros receptores atipicos que pueden participar en la sefalizacién. Se
trata de proteinas transmembrana que pueden actuar de co-receptores en varios
contextos especificos. Podemos destacar a Ryk, un receptor de la familia de receptores
tirosina quinasa, que es capaz de unirse a los receptores Fz y actuar como co-receptor
activando la sefializacién en procesos relacionados con la formacion, crecimiento y

movimiento de los axones neuronales (Kikuchi A. et al., 2007).

1.3.4. Rutas de seinalizacion de las proteinas Wnt.

Cuando un ligando se une al complejo de receptores, el receptor Fz transduce la
sefial al interior celular activando a la proteina Disheveled (Dvl), que a su vez se encarga
de regular la activacion del resto de componentes de la cascada. A partir de este punto,
se puede inducir la activacion de tres tipos de cascadas de sefializacién diferentes en
funcion de los receptores y ligandos que la han iniciado y del contexto celular. Estas son:
la ruta de sefializacion candnica de las Wnts, mediada por B-catenina (Wnt/B-catenina);
y las rutas conocidas como no candnicas, la ruta de Wnt/PCP (del inglés, Planar Cell
Polarity) y la ruta del calcio (Wnt/Ca?*) (Ciani L. y Salinas PC., 2005; Clevers H. y Nusse
R., 2012; Nusse R., 2012).

1.3.4.1. Ruta de sefalizacion candnica, mediada por B-catenina.

Cuando la ruta de sefializacién esta inactiva, no hay unién de ligando con los
receptores, los niveles de B-catenina se mantienen bajos. Dichos niveles se encuentran
regulados por el conocido como ‘complejo de destruccién de B-catenina’, que esta
formado por varias proteinas como la glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK-3pB), la caseina
quinasa 1a (CKla), la proteina APC (del inglés, Adenomatosis Polyposis Coli) y la proteina

60



Axin entre otras. La B-catenina es secuestrada y fosforilada de forma secuencial, una
primera vez por la enzima CK1a, lo que produce que sea reconocida y fosforilada tres
veces mas por GSK-3B. Estas cuatro fosforilaciones actian como una secuencia de
reconocimiento especifico que lleva a la ubiquitinacidn y degradacién de B-catenina por
el proteasoma, regulando de forma negativa la sefializacién por la ruta candnica (Moon

RT., 2005).

Cuando un ligando de Wnt se une a los receptores Fz y a sus co-receptores LRP y
se produce la activacion de la via candnica, el receptor Fz recluta y fosforila a la proteina
Dvl, y ésta, a su vez, realizard dos funciones. En primer lugar, Dvl reconoce y recluta a
Axin, lo que conlleva que todo el ‘complejo de destruccién de B-catenina’ se acerque a
la membrana y a los receptores; y, en segundo lugar, tras ser fosforilado por CKla,
reclutard a la proteina GBP, del inglés, GSK-3[ Binding Protein, que reconoce y se une a
GSK-3B, impidiendo que esta fosforile a B-catenina. A la vez, los co-receptores LPR, que
han sido activados por el ligando, son activados nuevamente en su cola C-terminal
citoplasmatica mediante dos fosforilaciones producidas por CK1la y GSK-3[, gracias a
qgue todo el ‘complejo de destruccion de B-catenina’ se encuentra anclado en la
membrana. Esta doble activacidn de los receptores LRP, mediante ligando y mediante
CKla y GSK-3B, promueve el reconocimiento de Axin por el dominio citoplasmdtico del
receptor LRP, quedando anclado y favoreciendo su degradacion en la membrana. De
esta forma, y gracias a la degradacién de Axin y la inhibicién de GSK-3, B-catenina no
es fosforilada y degradada y, en consecuencia, se acumula en el citoplasma (Buechling
T. y Boutros M., 2011; Clevers H. y Nusse R., 2012; Palomer E. et al., 2019). La
acumulacidén en el citoplasma promueve que parte de dicha B-catenina sea translocada
al interior nuclear donde se unird a factores de transcripcidén de unidon a DNA de la familia
de TCF/LEF1 y activara la expresidon de diferentes genes diana especificos del tejido en
el que se induzca la sefalizacién. Podemos destacar algunos genes como cMyc, Ciclina
D1, neurogenina-1 o Axin2 entre muchos otros (Seidensticker MJ. y Behrens J., 2000;

Michaelidis TM. y Lie DC., 2008).
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Figura 7. Ruta de sefializacidn candnica, dependiente de B-catenina.

La figura representa la ruta de sefializacién candnica de las proteinas Wnts tanto activa (derecha) como
inactiva (izquierda). Cuando la ruta se encuentra en estado inactivo (izquierda) el complejo de destruccién
de B-catenina, formado por Axin, APC, CK1la y GSK-3B, se encarga de fosforilar de forma secuencial a B-
catenina. Estas fosforilaciones actian como marcaje para la ubiquitinacién y degradacién de la proteina
mediante el proteasoma. Cuando la ruta se activa por la estimulacién con ligando, el complejo de
destruccién de B-catenina es anclado préximo a la membrana por la accidon de Dvl. La cercania del
complejo promueve que CKla y GSK-3B fosforilen el dominio intracelular del receptor LRP. Al quedar
activado, el receptor LRP reconoce y ancla a Axin, lo que favorece su inhibicion y degradacion. De esta
manera B-catenina no es fosforilada ni degradada, y es translocada al interior del nucleo para favorecer
la expresion génica junto con factores de transcripcidn de la familia TCF/LEF1.
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1.3.4.2. Rutas de sefializacién no candnica: Wnt/PCP, Wnt/Ca?**.

Las rutas de seiializacién que no dependen de B-catenina son conocidas como
rutas de senalizacion no candnicas y se caracterizan por estar inducidas por los
receptores Fz sin la presencia de co-receptores. Las proteinas Wnt capaces de activar
estas rutas son conocidas como Wnt no candnicas y son: Wnt4A, Wnt5A, Wnt7A, Wntl1
y Wnt16; siendo Wnt5A la proteinas mas caracteristica y mas estudiada, de todo este

grupo (Sugimura R. y Li L., 2010; Stewart DJ. et al., 2014).

En la ruta de sefializacién Wnt/PCP la interaccién del receptor Fz con el ligando
promueve la activacién de PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) y ésta, a su vez, media la
activacion de AKT/mTOR. Este tipo de sefializacidn suele estar implicada en procesos
relacionados con la sintesis proteica (Sugimura R. y Li L., 2010). Pero esta no es la Unica
cascada englobada dentro de las rutas Wnt/PCP. Existe otra cascada que comienza con
el reclutamiento y la activacion de la proteina Dvl. Dvl realiza dos funciones, en primer
lugar, activa a la GTPasa Racl; y, en segundo lugar, recluta a DAAM1 (del inglés, Dvl
Associated Activator of Morphogenesis 1) para activar a la GTPasa RhoA. Una vez
activadas, Racl y RhoA activan a ROCK (del inglés, Rho-associated protein kinase) y JNK,
lo que lleva a la expresion de genes bajo el control del factor de transcripciéon ATF2 (del
inglés, Activating Transcription Factor 2) relacionados con cambios en el citoesqueleto y
procesos relacionados con el movimiento celular (Oishi I. et al., 2003; Zhan T. et al.,

2017; Jones C. y Chen P., 2007).

En el caso de la ruta del calcio (Wnt/Ca?*), la estimulacion del receptor Fz por el
ligando promueve la activacién de proteinas G heterotriméricas que, a su vez, favorecen
la activacidon de la fosfolipasa C (PLC). La funcion de PLC es la de procesar fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato (PIP2), generando diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) en su lugar. IP3 promueve la salida de iones de calcio (Ca2+) de compartimentos
intracelulares como el reticulo endoplasmatico y una disminucién de los niveles de GMP
ciclico (GMPc); los iones de calcio, a su vez, promueven la activacién de efectores de la

cascada como calmodulina que activa a la quinasa
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Figura 8. Rutas de sefalizacidon no candnicas, independientes de B-catenina.

La figura representa las posibles rutas de sefializacion de las proteinas Wnts independientes de -
catenina. La ruta de la polaridad celular planar (Wnt/PCP) contiene dos ramas diferenciadas. En primer
lugar (morado), Dvl es activada por el receptor Fz, a su vez, esta proteina activa a Racl de forma directay
a RhoA a través de la interaccién con DAAML1. Estas dos proteinas inducirdn la actividad de JNK y ROCK,
promoviendo la translocacién de ATF2 al nucleo y la expresidon de genes especificos del tejido en el que
se active la via. En segundo lugar (azul), el receptor promueve la activacion de PI3K, lo que desemboca en
la activacidn de AKT y mTOR. Esta sefializacién induce procesos de sintesis proteica. Por otro lado, la ruta
del calcio ( ) depende de la activacién de proteinas G por el receptor, lo que promueve que la
fosfolipasa PLC genere IP3 y DAG a partir de PIP2. El aumento de IP3 promueve la salida de Ca2+ de
compartimentos celulares como el reticulo endoplasmatico, ion necesario para la actividad de
Calcineurina, CAMKII y PKC. Este proceso promueve la translocacion al nucleo de NFAT, factor de
transcripcion de diversos genes, y NLK, inhibidor de TCF/LEF1y, por tanto, de la ruta candnica de las Wnts.
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CAMKII, calcineurina o la proteina quinasa C (PKC), la cual también requiere la presencia
de DAG (Zhan T. et al., 2017). Estos efectores inducirdn la expresion de genes
relacionados con la migracién celular a través del factor de transcripcién NFAT (del
inglés, Nuclear Factor of Activated T-cells) (Clark CE. et al., 2012; Gomez-Orte E. et al.,
2013), e inhibirdn la ruta candnica (dependiente de B-catenina) a través de NLK (del
inglés, Nemo Like Kinase), encargada de fosforilar e inhibir la actividad transcripcional

de TCF/LEF1 en algunos tipos celulares (Ishitani T. et al., 2003; Ishitani T., 2012).

1.3.5. Proteinas Wnt en el sistema nervioso.

Las proteinas Wnt juegan un papel muy importante tanto en el desarrollo como
en etapas adultas en el sistema nervioso. A continuacion, se resumen algunas de estas

funciones, con especial énfasis en aquellas relativas a la neurogénesis hipocampal.

1.3.5.1. Proteinas Wnt en el desarrollo del sistema nervioso.

Durante el desarrollo del sistema nervioso de animales vertebrados, las Wnt
estan encargadas de la formacion del eje antero-posterior y del tubo neural, asi como
de determinar el destino celular de muchas poblaciones estableciendo un gradiente
endogeno de proteinas Wnts (Ciani L. y Salinas PC., 2005). Por otro lado, a nivel celular,
estas proteinas se encargan de controlar la conectividad neuronal participando en
diferentes procesos como el establecimiento de la polaridad neuronal, el crecimiento
dendritico, el crecimiento axonal o la formacidon de sinapsis. Por ejemplo, se ha
observado que el ligando Wnt3A participa en la remodelacidon del citoesqueleto
neuronal y el movimiento de los axones (Purro SA. et al., 2008; Budnik V. y Salinas PC.,
2011). También se ha podido observar que ligandos de la familia de Wnt7A incrementan
tanto el nimero como la longitud de las dendritas, y que este efecto es dependiente de
la proteina Dvl a través de la activacion de JNK (Rosso SB. et al., 2005; Ahmad-Annuar A.
et al., 2006), o que ligandos de la familia de Wnt2 aumentan la arborizacidn en neuronas
hipocampales durante el desarrollo a través de la activacion de la ruta no candnica del

calcio (Wayman GA. et al., 2006). Otra de las funciones de estas proteinas es la de la
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sinaptogénesis, se ha descrito que tanto el receptor Fz5, estimulado por el ligando
Wnt7A, como los receptores atipicos Rorl y Ror2, estimulados por el ligando Wnt5A,
son capaces de favorecer y modular la formacién de sinapsis en las neuronas

hipocampales (Sahores M. et al., 2010; Paganoni S. et al., 2010).

Las proteinas de la familia Wnt también estan implicadas en la morfogénesis del
GD. Durante el desarrollo del sistema nervioso las proteinas Wnts son secretadas por el
“Cortical hem” o limbo cortical (Meyer G. et al., 2002), estructura considerada como un
“centro regulador de la sefializacién” por secretar varios morfégenos (BMPs y Wnts) y
moléculas encargadas de la polarizacion de los axones y dendritas de las neuronas de
tejidos adyacentes (Grave EA. et al., 1998; Bagri A. et al., 2002). Una de las proteinas
Whnts, secretadas por el cortical hem, a la que se le atribuye mayor importancia en la
morfogénesis del DG es Wnt3A. Mutantes para esta proteina presentan una ausencia
completa de la estructura del hipocampo, posiblemente debida a que Wnt3A participa
en la proliferacion de los progenitores hipocampales en las primeras etapas del
desarrollo (Lee SM. et al., 2000; Li G. y Pleasure SJ., 2005). De la misma forma, mutantes
para Lefl, factor de transcripcién intermediario en la cascada de sefializacion candnica
de las Wnts, o para LRP6, receptor que media la sefializacién por Wnt, presentan un
hipocampo de menor tamafio y una ausencia de gran parte de las neuronas granulares
(Zhou Cl. et al., 2004; Li G. y Pleasure SJ., 2005), lo que demuestra un papel importante

de la ruta de sefializacion candnica de las Wnt en el correcto desarrollo del GD.

1.3.5.2. Proteinas Wnt en el sistema nervioso adulto.

Aunque la funcion de las proteinas Wnt se centra en su mayor parte en el
desarrollo embrionario del sistema nervioso, se ha descrito cierta expresion de sus
ligandos y receptores en zonas concretas del cerebro adulto. Estas zonas corresponden
entre otras con los nichos neurogénicos, el hipocampo y los ventriculos y el bulbo
olfatorio, y a ellas hay que afadir también el cortex (Shimogori T. et al., 2004 (1);

Shimogori T. et al., 2004 (2)).
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A nivel del hipocampo adulto, las proteinas Wnt3, Wnt5A, Wnt7A y Wnt8B son
expresadas sobre todo en el GD, mientras que en el cornu ammonis se ha observado la
expresion de Wnt2 (Wayman GA. et al., 2006). Diversos estudios han demostrado que
las proteinas Wnts juegan un papel importante en la regulaciéon de la neurogénesis
adulta en el GD. Por ejemplo, se ha descrito que la sobreexpresion de Wnt3 es capaz de
favorecer y aumentar la neurogénesis de progenitores hipocampales tanto in vitro como
in vivo, mientras que la inhibicion de la sefializacidn candnica la reduce drasticamente
(Lie DC. et al., 2005). También se ha observado la expresién de muchos de los receptores
Fz tanto en el cortex como en el hipocampo adulto, asi como la expresion de
antagonistas (sFRP) y factores de transcripcién implicados en la ruta de sefializacién
(TCF/LEF1) (Shimogori T. et al., 2004; Chen J. et al., 2006). De la misma forma, se ha
observado que Wnt7a participa en la proliferacion y maduracién dendritica de las
neuronas hipocampales. La pérdida de funcidn de esta proteina muestra un descenso
en el niumero de nuevas neuronas en el GD, y en animales mutantes KO se observa una
reduccion en el grado de maduracion dendritica (Qu Q. et al., 2013). Esto es debido a
que Wnt7a es capaz de promover la proliferacion y la diferenciacion neuronal a través
de la ruta candnica (B-catenina-ciclina D1, B-catenina-neurogenina2 respectivamente)
(Qu Q. et al., 2013). Estudios mas recientes han observado que Wnt5a también juega un
papel muy importante en la neurogénesis hipocampal adulta. Una bajada en la
expresiéon de Wnt5a en el giro dentado de ratones adultos reduce el grado de
diferenciacién de los progenitores hipocampales y la maduracién morfolégica de las
dendritas de las neuronas hipocampales. Esto concuerda con datos in vitro, en los que
el tratamiento con Wnt5a favorece la diferenciacion neuronal y el desarrollo
morfoldgico de los progenitores y las neuronas derivadas de estos. Ademas, se ha
podido observar que estos efectos ocurren a través de las rutas de sefalizacién no

candnicas Wnt/JNK y Wnt/CaMKII (Schafer ST. et al., 2015; Arredondo SB., et al. 2020).
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1.4. La neurogénesis durante el envejecimiento.

La neurogénesis hipocampal adulta ocurre a lo largo de la vida del individuo
gracias a la poblacién de células madre y progenitores neurales que se encuentra en
este nicho neurogénico. Sin embargo, a pesar de la plasticidad y capacidad proliferativa
de estas células, el potencial neurogénico del hipocampo disminuye con la edad debido

a alteraciones tanto intrinsecas de las células como del propio nicho.

1.4.1. Alteraciones de la neurogénesis y los nichos durante el
envejecimiento.

Aunque en la actualidad podemos encontrar muchos estudios que investigan las
causas del declive en el proceso de neurogénesis hipocampal adulta relacionado con la
edad, aun existen muchos interrogantes y controversias. Sin embargo, uno de los puntos
en el que coinciden la mayoria de los autores es en la observacion de que se produce
una pérdida progresiva de la poblacion de células madre y nuevas neuronas (van Prag
H. et al.,, 2005; Encinas JM. et al., 2011), asi como un descenso en los niveles de
proliferacion (Kuipers SD. et al., 2015). Este hecho provoca una reduccién de la
conectividad neuronal lo que se traduce en actividades cognitivas mermadas (Fan X. et
al., 2017). El envejecimiento afecta a las caracteristicas intrinsecas de las células,
provocando que las células madre pierdan parte de su capacidad de auto-renovacién,
gue disminuya su capacidad neurogénica y aumente la astrogliogénesis o que se reduzca
la supervivencia de las neuronas de nueva generacion (Encinas JM. et al., 2011;
Beckervordersandforth R. et al., 2017; Fan X. et al., 2017). En el caso de las células madre
y progenitores de la ZSV, dichos cambios intrinsecos se han estudiado mediante
secuenciacion de RNA a nivel de célula unica (single-cell RNA seq) (Shi Z. et al., 2018).
Estos estudios han puesto de manifiesto, por ejemplo, que las NSCs de animales viejos
tienen comprometida la sefializacion de ERK/MAPK y que ello limita su capacidad de
expansion clonal. En general, multiples estudios describen el malfuncionamiento de las
mitocondrias en diversos tipos celulares del cerebro adulto, lo que conlleva un descenso
en la capacidad de produccién del ATP y un aumento del estrés oxidativo, mayor

produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Weinreb O. et al., 2007; Navarro A.
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et al., 2008). Estas mismas deficiencias ocurren de manera mas exacerbada en
patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o Parkinson (Mattson
MP., 2012; Irwin DJ. et al., 2013) y podrian afectar asimismo a las células madre y
progenitores. En este sentido, la ablacién del factor de transcripcion Tfam, que regula la
biogénesis y funcion mitocondrial, limita la proliferacién en la neurogénesis hipocampal,
simulando el fenotipo observado en el envejecimiento (Beckervordersandforth R. et al.,,
2017). Por otro lado, las NSCs acumulan agregados proteicos durante el envejecimiento,
y la activacidon de la via autofagia-lisosomal rescata la pérdida de actividad proliferativa

de las NSCs de la ZSV de animales viejos (Leeman DS. et al., 2018).

El envejecimiento también afecta a las caracteristicas extrinsecas a las células,
desestabilizando las propiedades de los nichos neurogénicos y provocando una
reduccion de la neurogénesis con la edad. Durante el envejecimiento se ha observado
una reduccidn progresiva de la expresion de Wnt3 por los astrocitos hipocampales vy,
puesto que esta proteina estd implicada en la proliferacion y diferenciacion de las NSCs,
una reduccién del marcador pro-neurogénico NeuroD1 (Okamoto M. et al., 2011). Esto
ocurre en parte debido a que disminuye la proporcién de astrocitos que expresan esta
proteina y al aumento de Dickkopfl, inhibidor especifico de las Wnts (Seib DRM. et al.,
2013). También se ha observado una desregulacion de muchas otras sefiales,
neurotrofinas y factores de crecimiento. Por ejemplo, en el hipocampo se produce un
aumento crénico de los glucocorticoides lo que conlleva un descenso acusado de la
neurogénesis (Heine VM. et al., 2004). Los glucocorticoides bloquean la activacion de las
NSCs, de modo que una reduccion en la expresion de su receptor (GR) reactiva la
proliferaciéon de las NSCs en animales viejos (Schouten M. et al., 2020). De la misma
forma se ha observado un descenso, en las primeras etapas del envejecimiento, de los
niveles de expresion de BDNF, FGF2 o IGF, y sus correspondientes receptores, que
también conlleva un descenso en los niveles de neurogénesis (Shetty AK. et al., 2005).
Otro factor que influye negativamente sobre la neurogénesis es el aumento de
citoquinas proinflamatorias y de astrocitos reactivos y microglia con la edad (Pineda et
al., 2013). Se ha observado que bloquear su sefalizacién en el cerebro de ratones
adultos favorece la neurogénesis (Clarke LE. et al., 2018; Fan X. et al., 2017). Algunos

estudios han observado que las sefales proinflamatorias, como el interferén (INFa y
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INFB), son capaces de mantener las NSCs en estado de quiescencia, reduciendo los
niveles de proliferacién in vitro. De la misma forma, la inhibicidn mediante la deleccién
de INFa y INFy produce un aumento en el nimero de NSCs activadas (aNSC) en animales
adultos, equiparandolas al nimero de aNSCs en animales jovenes (Kalamakis G. et al.,

2019).

Cabe destacar que los nichos neurogénicos estdn localizados alrededor de vasos
sanguineos, lo que permite la comunicacidén con otros drganos y tejidos a través del
intercambio de moléculas sistémicas (Shen Q. et al., 2004; Carpentier PA. y Palmer TD.,
2009). Existen muchos estudios que defienden la posibilidad de que los cambios
producidos en los nichos neurogénicos durante el envejecimiento sean consecuencia de
dos tipos de sefiales diferentes, por un lado, sefiales del propio sistema nervioso central
(Lie D. et al., 2005; Renault VM. et al., 2009) y, por otro lado, sefiales sistémicas
circulantes provenientes del torrente sanguineo (Conboy IM. et al., 2005). Algunos
estudios han observado una pérdida en el nimero de nuevas neuronas DCX+ en el
hipocampo de animales jévenes al ser inyectados con plasma proveniente de animales
viejos, lo que sugiere que hay factores solubles en la sangre capaces de afectar de forma
negativa la neurogénesis (Villeda SA. et al., 2011). De la misma forma, estudios basados
en ensayos de parabiosis heterocrdnica han observado que el declive en la actividad de
los progenitores asociado al envejecimiento puede regularse por factores sistémicos

dependientes de la edad (Conboy IM. et al., 2005; Villeda SA. et al., 2011).

En relacién a las alteraciones que se producen en la sefializacion mediada por
BMPs en el hipocampo durante el envejecimiento, diversos estudios, incluyendo los de
nuestro grupo, han observado un aumento de la expresion de ligandos de la familia de
las BMPs. En concreto, tanto en ratones como en humanos, se ha descrito un aumento
de BMP4 y BMP6 en el GD con el envejecimiento y una bajada en la expresién del
inhibidor de esta ruta de sefalizacién, Noggin (Yousef H. et al., 2015; Meyers EA. et al.,
2016; Diaz-Moreno M. et al., 2018). En el momento de iniciarse esta tesis, el papel que
desempeiian las proteinas BMPs sobre el nicho, las AH-NSPCs o su relacion con el declive
de la neurogénesis durante el envejecimiento no eran del todo conocidas. Si que se

habia observado un aumento en los niveles de BMP6 en pacientes de la enfermedad de
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Alzheimer y en los modelos murinos correspondientes, y se habia descrito que dicho
aumento correlacionaba con el descenso de la neurogénesis y de las habilidades
cognitivas (Crews L. et al., 2010). De la misma manera, se habia descrito que un aumento
en la expresion de BMP4 estaba relacionado con un descenso en los niveles de
proliferacion hipocampal en pacientes de Alzheimer, y que la sobreexpresién de Noggin
era capaz de recuperar los niveles normales de neurogénesis en modelos animales (Li D.
et al., 2008; Tang J. et al., 2009). Nuestro grupo identificé también un aumento en los
niveles de expresién de BMP4 y BMP6 en el hipocampo de animales SAMP8, un modelo
murino de envejecimiento acelerado. Este aumento correlacionaba con una disminucién
precoz del nimero de NSCs de Tipo 1 del hipocampo (Figura 9), una reduccién de la

neurogénesis, un aumento en la astrogliogénesis y un descenso en las habilidades
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cognitivas de los animales SAMP8 que conlleva un peor resultado en el MWM (Morris
Water Maze). La infusion del inhibidor Noggin en el hipocampo de estos animales
rescataba el fenotipo, igualando todos los parametros neurogénicos y de
comportamiento a los de sus respectivos controles SAMR1 (Diaz-Moreno M. et al.,

2018).

1.4.2. SAMP8 como modelo de envejecimiento acelerado.

Los animales SAMP8 han sido ampliamente estudiados como modelo no
transgénico de envejecimiento acelerado. Su origen data de los afios 70, cuando un
cruce accidental entre un ratdn de la cepa AKR/J y un ratén albino, dio lugar a una
descendencia que presentaba ciertos fenotipos relacionados con el envejecimiento
acelerado y la senescencia. Estos ratones llegarian a ser los progenitores de las cepas de
ratdn denominadas SAM (del inglés, Senescence-Accelerated Mouse) (Takeda T. et al.,
1997; Shimada A. y Hasegawa-Ishii S., 2011). De entre estos primeros progenitores,
cinco de ellos presentaban un fenotipo de envejecimiento acelerado por lo que fueron
denominados SAMP (del inglés, Senescence-Accelerated Mouse Prone). Sin embargo,
tres animales de esta primera camada presentaban un fenotipo resistente al
envejecimiento acelerado, siendo denominados SAMR (del inglés, Senescence-
Accelerated Mouse Resistant) (Takeda T. et al., 1997; Shimada A. y Hasegawa-Ishii S.,
2011). A partir de este punto, el cruzamiento selectivo de estos primeros progenitores
dio lugar a nueve cepas SAMP y a tres SAMR, cada una de ellas presentando diferencias
fenotipicas relacionadas con el envejecimiento acelerado y senescencia o la resistencia
a ellas (Takeda T. et al., 1994; Takeda T. et al.,1997; Pallas M. et al., 2008). Estas cepas
presentan la peculiaridad respecto a otros modelos de que en ningun caso se trata de

cepas modificadas genéticamente.

Los animales SAMP8 en concreto presentan caracteristicas relacionadas con el
envejecimiento prematuro y la senescencia y ademas tienen déficits importantes en
memoria y aprendizaje que desarrollan con la edad, por lo que han sido muy estudiados
en el campo de la neurociencia. Algunas de las caracteristicas de estos animales son

niveles elevados de estrés oxidativo, alteraciones metabdlicas, dafno en el DNA
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mitocondrial, menor actividad fisica o perdida prematura del pelo, lo que ha hecho que
este animal se considere un buen modelo de envejecimiento acelerado. Ademas, los
animales SAMP8 también presentas caracteristicas similares a aquellos individuos que
sufren de la enfermedad de Alzhéimer, lo que lo hacen un buen modelo para el estudio
de la transicion entre un envejecimiento normal y un envejecimiento neuropatoldégico.
Una vida media reducida, la hiperfosforilacion de la proteina TAU o incluso elevados
niveles de la proteina APP (Butterfield DA. y Poon HF., 2005; Pallas M. et al., 2008) son
algunas de las caracteristicas relacionadas con el Alzheimer que desarrollan los SAMPS,
a las que hay que sumarles caracteristicas neurodegenerativas como la pérdida de
memoria, déficit en el aprendizaje o pérdida de células neurales (Pallas M. et al., 2008).
Ademas, se ha visto que los astrocitos de los animales SAMPS8 tienen una menor
capacidad neuroprotectora (Garcia-Matas S. et al., 2008), mientras que la microglia
presenta hiperreactividad frente a estimulos de tipo proinflamatorio en animales
joévenes, aunque muestran marcados cambios morfoldgico con la edad (Fernandez A. et
al., 2021; Molina-Martinez P. et al., 2021). A nivel sistémico, los animales SAMPS8 tienen
niveles elevados de factores pro-inflamatorios circulantes (Miré Ll. et al.,, 2017;
Fernandez-Garcia C. et al., 2019). En cuanto a los nichos neurogénicos se ha estudiado
el fenotipo de los animales a nivel de ZSV. Un trabajo previo de nuestro grupo mostré
que los animales SAMP8 presentan una mayor proliferacién en la ZSV en edades
tempranas con respecto a sus animales control SAMR1. Ensayos basados en la
adquisicion de BrdU y ensayos in vitro de formacion de neuroesferas mostraron que este
incremento en proliferacion se debe a un aumento en la actividad de las NSCs a
consecuencia de la sobreexpresion de AB(1-42) en la ZSV de los animales SAMP8. Sin
embargo, se trata de un aumento transitorio de la proliferacion, quedando ésta
comprometida durante el envejecimiento en comparacidon con los animales SAMR1
(Diaz-Moreno M. et al., 2013). Por otro lado, también se ha observado una reduccién
del nimero de NSCs en la ZSV de los animales SAMPS, asi como una menor tasa de
autorenovacién de éstas en edades tempranas (1 mes), efecto asociado al dafio en el
DNA de las células y a la reduccidn en la capacidad de respuesta de las propias NSCs a
uno de los factores de auto-renovacion claves de este nicho, el pigmented epithelium-
derived factor (PEDF) (Castro-Garcia P. et al., 2015; Soriano-Cantén R. et al., 2015).

Varios estudios han descrito una reduccién en la expresién de genes relacionados con la
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autorenovacién de las NSCs y de indiferenciacién, como Sox2, Hes1, Hes5 o Terf1, y un
aumento del gen Pax6, relacionado con la diferenciacion neuronal y la salida de
quiescencia. Estos datos sugieren un defecto en el mantenimiento y pérdida acelerada
de la poblacion de NSCs quiescentes en la ZSV de los animales SAMP8 promoviendo
caracteristicas relacionadas con la senescencia, pues el nimero total de células es
menor y su capacidad auto-renovativa estd mermada (Castro-Garcia P. et al., 2015;
Soriano-Cantoén R. et al., 2015). También se ha descrito un aumento en la muerte celular
de los neuroblastos durante su migracidén que contrarresta el incremento en la actividad

proliferativa de las NSCs (Soriano-Catén R. et al., 2015).
Todas estas caracteristicas hacen de esta cepa un buen modelo para el estudio

de la neurogénesis hipocampal adulta y de la implicacion que tienen las proteinas BMPs

en el proceso.
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Obijeti




Generacion de perfiles de expresion in vitro e in vivo de los receptores de BMP

tipo 1 (BMPR) tras la diferenciacion neuronal de NSPCs hipocampales adultos.

Evaluacion de la funcion de las BMPs y los receptores de BMPR en la

especificacion del destino de las NSPCs hipocampales adultas in vitro.

Evaluacion in vitro del papel de las BMPs y los receptores de BMPR en la

diferenciacion terminal de neuronas inmaduras hipocampales adultas.

Andlisis in vivo de la neurogénesis hipocampal posnatal en ratones tras la

expresion de formas activas constitutivas de los receptores de BMPR.

Andlisis del papel de BMP6 en la regulacion de NSPCs hipocampales durante el

envejecimiento.
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3.1. FExperimenios in vitro.

3.1.1. Cultivos Celulares.

3.1.1.1. Mantenimiento y pase de los cultivos celulares.

Para los ensayos de proliferacién, muerte y senescencia celular, se usaron
cultivos de células madre y progenitores hipocampales de ratén procedentes de
animales Crl:CD1, SAMR1 y SAMPS8. Estas lineas celulares se mantuvieron en medio
Neurobasal (Gibco, 21203049) suplementado con B27 1X (Gibco, 17504044) y con 20
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblasto humano 2 (FGF-2) (PeproTech, 100-18B)
y 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (PeproTech, #315-09). Ademas,
las células fueron crecidas en adhesidén en placas de cultivo P100 tratadas con un coating
de poly-D-lysina (10pg/ml) (Sigma-Aldrich, 27964-99-4) y laminina (5ug/ml, Sigma-
Aldrich, L2020).

Para los ensayos de diferenciacion usamos Células Madre y Progenitores del
Hipocampo Adulto de rata (AH-NSPCs) (Palmer T.D. et al., 1997). Estas células se
mantuvieron en medio N2 compuesto por DMEM/F12(1:1) (Gibco, 31331093) al que se
le afiadié el suplemento N2 (1X) (Gibco, 17502001) y 20 ng/ml de factor de crecimiento
de fibroblasto humano 2 (FGF-2) (PeproTech, 100-18B), se crecieron en adhesién en
placas de cultivo P100 de plastico recubiertas con un coating de poly-ornitina (10ug/ml,
Sigma-Aldrich, P3655) y laminina (5ug/ml, Millipore, SCR127) (Hsieh et al., 2004) (Figura
10). En cada pase, las células se levantaron con tripsina y se resembraron a una densidad

de 1.500.000 células por P100.
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Figura 10. Representacion de los
cultivos celulares de AH-NSPCs. (A)
llustracién que muestra el cultivo de
AH-NSPCs en placas P100 tratadas con
polyornitina y laminina, en medio
DMEM/F12 suplementado con FGF2.
(B) Esquema ilustrativo temporal de
un experimento de diferenciacion
neuronal. Las AH-NSPCs son tratadas
con 4cido retinoico y forskolina o con
BMPs durante 4 DIV, tras este tiempo
se procede a la cuantificacién de las
neuronas generadas en el cultivo. (C)
Esquema ilustrativo temporal de un
experimento de maduracién neuronal.
Las AH-NSPCs se cultivan durante 4
DIV en presencia de 4cido retinoico y
forskolina para favorecer la
diferenciacion neuronal,
posteriormente son tratadas con las
diferentes BMPs durante 3 DIV.

3.1.1.2.

Ensayos de proliferacion, apoptosis y senescencia.

Para todos estos ensayos se sembraron 50.000 células por pocillo en placas

MultiWell24 con cubreobjetos circulares de 12mm de didmetro (ThermoScientific)
previamente tratados con poly-D-lysina (10ug/ml) (Sigma-Aldrich, 27964-99-4) y
laminina (5ug/ml, Sigma-Aldrich, L2020). Las células se cultivaron durante 4 dias in vitro
(DIV) en presencia de mitégenos FGF-2 (10 ng/ml, PeproTech, 100-18B) y EGF (10ng/ml,
PeproTech, #315-09), y en presencia o ausencia de 50 ng/ml de BMP6. Para los ensayos de
proliferacion, las AH-NSPCs fueron tratadas durante 10 minutos con 5uM de
Bromodeoxyuridina (BrdU) (Sigma-Aldrich, B5002) o 5uM Clorodeoxyuridina (CldU)
(Sigma-Aldrich, C6891) antes del procedimiento de fijacién (Paraformaldehido, PFA, 2%,

Panreac, 141451.1211). Para los ensayos de senescencia, las AH-NSPCs fueron fijadas
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con un tratamiento de 0,2% glutaraldehido e incubadas con X-gal: 20 mg/ml Xgal, 50mM
KsFe(CN)e*3H20 (Sigma-Aldrich, 455989), 50mM KsFe(CN)s (Sigma-Aldrich, 455946), 1M
MgCl, (Sigma-Aldrich, M8266), NP40 0,2% (Sigma-Aldrich, NP40) en PBS 1X; hasta un
maximo de 48 horas. Se usaron células C17.2 tratadas con 200nM de H,0; (Roth, 9681.1)
durante 4 dias in vitro (DIV) como control positivo. Para los ensayos de apoptosis, las
AH-NSPCs fueron fijadas con Paraformaldehido 2% (Panreac, 141451.1211) vy
permeabilizadas durante 2 minutos con 0,1% Citrato Sdédico (Sigma-Aldrich, 71405) y
0,1% Triton X-100 (ThermoScientific, 93443). La muerte celular fue analizada mediante
una inmunocitoquimica para TUNEL, siguiendo el protocolo proporcionado por el kit
comercial ‘In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red kit’ (ROCHE, 12156792910). El
analisis de imagen se realizd con un microscopio Axio Imager Al (Carl Zeiss). La apoptosis
también fue analizada mediante citometria de flujo. La muerte celular fue medida
mediante un tratamiento con 0,01 pug/ul Propidium lodide (PI) (Sigma-Aldrich, P4170) y
Anexina V CF-Blue durante 15 minutos en buffer de unién (Hepes 10mM, CaCl; 2,5mM,
NaCl 140mM pH 7,4). Las células positivas (PI*/Anexina*) fueron cuantificadas mediante
citometria de flujo utilizando ‘BD FACSCANTO Flow CytometerTM’. Utilizamos como
control positivo SAMR1 y SAMP8 NSPCs tratadas con 200nM H»0; (Roth, 9681.1)

durante 2 horas para inducir muerte celular.

3.1.1.3. Experimentos de diferenciacion.

Para los ensayos de diferenciacién, cultivamos las AH-NSPCs, en placas
multipocillo MW24, sembradas a una densidad de 50000 células/pocillo sobre un
cubreobjetos circular de 12mm de didametro (ThermoScientific) tratado previamente con
un coating de poly-ornitina (10ug/ml, Sigma-Aldrich, P3655) y laminina (5ug/ml,
Millipore, SCR127) (Hsieh et al., 2004). Al medio de cultivo se afiadieron las proteinas y
ligandos correspondientes, a la concentracidon de interés, durante un periodo de 4 dias
in vitro (DIV) (Figura 10, B): BMP2 (PeproTech, 120-02), BMP4 (PeproTech, 120-05ET),
BMP5 (PeproTech, 120-39), BMP6 (PeproTech, 120-06), BMP7 (PeproTech, 120-03) y
WNT3A (R&DSystem, 3008-WN). Se usé un tratamiento de 1uM de Acido Retinoico
(Sigma-Aldrich, 302-79-4) y 5uM Forskolina (Sigma-Aldrich, F6886) como control

positivo de la diferenciacién neuronal (Palmer T.D. et al., 1997). Para inhibir la ruta

80



candnica de las BMPs las células fueron expuestas durante 1 hora a 10 uM del inhibidor
DMH1 (Dorsomorphin Homolog 1) (Merck, 203646) previo al tratamiento con BMPs. De
la misma forma, para valorar si la ruta no candnica de las BMPs participa en el proceso
de diferenciacion, las células fueron expuestas a 10 uM del inhibidor LIMKi, especifico
de la LIMK, (Tocris, 4745), a 1 uM del inhibidor SB203580 (especifico para la p38MAPK)
(Sigma-Aldrich, S8307), a 1 uM del inhibidor SP600135 (especifico para JNK) (Sigma-
Aldrich, 420119), a 1 uM del inhibidor PD98059 (especifico para ERK) (Sigma-Aldrich,
P215), y uM del inhibidor Y-27632 (inhibidor especifico para Rho) (Sigma-Aldrich,
Y0503), previo al tratamiento con proteinas BMPs. Para inhibir la ruta candnica de las
WNT, dependiente de B-catenina, las células fueron expuestas a 1y 5 uM del inhibidor
XAV393 (Sigma-Aldrich, X3004), inhibidor de la Tankirasa, enzima encargada de la

degradacion de Axin2.

3.1.1.4. Experimentos de maduracion.

En el caso de los experimentos de maduracion las AH-NSPCs se cultivaron en
placas multipocillo MW24 y sobre un cubreobjetos circular de 12 mm de diametro
(ThermoScientific) tratado previamente con un coating de poly-ornitina (10ug/ml,
Sigma-Aldrich, P3655) y laminina (5ug/ml, Millipore, SCR127) (Hsieh et al., 2004). Se
sembraron a igual densidad que en los experimentos de diferenciacién pero se siguié un
protocolo de 7 dias (Figura 10): se cultivaron las células en presencia de un tratamiento
de 1uM de Acido Retinoico (Sigma-Aldrich, 302-79-4) y 5uM Forskolina (Sigma-Aldrich,
F6886) durante los primeros 4 dias del experimento, con el fin de favorecer la
diferenciacién neuronal; posteriormente, se trataron dichas células durante los 3 dias
restantes con 50 ng/ml de BMP2 (PeproTech, 120-02), BMP4 (PeproTech, 120-05ET),
BMP5 (PeproTech, 120-39), BMP6 (PeproTech, 120-06) o BMP7 (PeproTech, 120-03)
para analizar el efecto madurativo de estos ligandos. Para dilucidar el efecto de las
proteinas BMPs a concentraciones altas, no fisioldgicas, se siguié el protocolo anterior y

se afiadid una concentracion de 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml de BMP6.
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3.1.1.5. Experimentos de inhibicion quimica.

Para valorar el efecto de los receptores de las BMPs realizamos experimentos de
maduracion en los que inhibimos de forma quimica los receptores de BMP de tipo | y
otros componentes de la via de sefializacién. Para ello, cultivamos 50000 AH-NSPCs en
placas MW24 en presencia de 1uM de Acido Retinoico (Sigma-Aldrich, 302-79-4) y 5uM
Forskolina (Sigma-Aldrich, F6886), pasado ese tiempo ponemos a las células en
presencia del inhibidor correspondiente durante 1 hora, y, tras la hora de inhibicién,
estimulamos con los ligandos de las BMPs durante 3 dias. Tras un total de 7 dias in vitro
el grado de maduracién fue medido mediante la inmunocitoquimica frente al
citoesqueleto de las neuronas (Tubulina Blll). Los inhibidores empleados en estos
experimentos fueron los siguientes: inhibidor especifico de los receptores de tipo |
K02288 (Sigma-Aldrich, SML1307), que inhibe los receptores de tipo | de las BMPs en
funcién de su concentracién (siendo 1.1, 6.4 y 34.4 nM las IC50 para los receptores
ACVR1, BMPR1B y BMPR1A respectivamente); 10 uM de DMH1 (Dorsomorphin
Homolog 1) (Merck, 203646), inhibidor de la ruta canénica de las BMPs; 10 uM de LIMKi

(Tocris, 4745), inhibidor de la kinasa LIM y, por tanto, de la ruta no candnica de las BMPs.

3.1.2. Inmunocitoquimica.

A término de los distintos experimentos los cultivos celulares fueron fijados con
2% paraformaldehido (Panreac, 141451.1211) durante 10 minutos. Tras la fijacion, todas
las muestras fueron lavadas en tampodn fosfato 0,1M (PB) y bloqueadas durante 1 hora
con una solucion de blogueo que consta de: 10% de suero fetal bovino (Corning, 35-079-
cv) y 0,2% de Triton-X100 (ThermoScientific, 93443) preparada en PB 0,1M. En todos los
casos se incubd toda la noche con los anticuerpos primarios, se lavaron las células y se
incubaron 1 hora con los anticuerpos secundarios correspondientes. Los anticuerpos
primarios empleados son los siguientes (Tabla 1): Monoclonal Anti-Neuronal Class Il B-
Tubulin (TuJ1) 1:250 (Covance, mms-435p), Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic
Protein 1:300 (Sigma-Aldrich, g3893), Polyclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein 1:300
(Dako, z0334), Anti-Myelin Basic Protein 1:40 (Abcam, ab2404), Phospho-
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Smad1/Smad5/Smad8 Antibody 1:1000 (Cell Signalling, #9511), Monoclonal Anti-O4
1:150 (Sigma-Aldrich, MAB345), Goat Anti-Doublecortin (C-18) 1/200 (Santa Cruz
Biotecnology, sc8066), Monoclonal Anti-Nestin [Rat-401] 1:500 (Abcam, ab11306),
Polyclonal Goat Anti-SOX2 1:300 (R&D Systems, af2018), Rabbit monoclonal anti-Ki67
1:50 (Thermo Scientific, RM-9106), Monoclonal Anti-MAP2 (2a+2b) clone AP-20 1:300
(Sigma-Aldrich, M1406), Monoclonal anti-ID1 (B-8) 1:100 (Santa Cruz Biotechnology,
sc133104). Los anticuerpos secundarios empleados son los siguientes (Tabla 2): Cy3
Goat anti-Mouse 1:2000 (Jackson ImmunoResearch, 115-166-062), Cy3 Donkey anti-
Rabbit 1:2000 (Jackson ImmunoResearch, 711-165-152), Alexa 488 Donkey anti-Rabbit
1:500 (Jackson ImmunoResearch, 711-546-152), Alexa 555 Donkey anti-Rabbit 1:500
(Invitrogen, A31572), Biotinylated Donkey Horse anti-Goat 1:200 (Vector Laboratories,
BA-9500) y Cy5 Streptavidin 1:400 (Jackson ImmunoResearch, 016-170-084). Para
realizar la inmunocitoquimica frente a Tunel de los cultivos primarios utilizamos vy
seguimos las indicaciones del kit comercial “In Situ Cell Death Detection Kit” (Roche,
11684795910). Para marcar el DNA nuclear se empled una tincidn con 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 10 pg/ml (Sigma-Aldrich, D9542). Todas las muestras fueron
procesadas con el medio de montaje basado en Dabco/Mowiol 1/20 (Roth, 0718.2/Roth,
0713.2). Todo el andlisis de imagen se hizo con un microscopio ImageA1 Axio (Carl Zeiss)
para el estudio de diferenciacién o con un microscopio confocal SP8 (Leica) para los

ensayos de maduracién.

3.1.3. Ensayos para valorar la senescencia celular.

Sembramos AH-NSPCs procedentes de ratones Crl:CD1 en placas multipocillo
MW?24 utilizando un cubreobjetos circular de 12mm de didmetro (ThermoScientific)
previamente tratados con poly-D-lysina (10ug/ml) (Sigma-Aldrich, 27964-99-4) vy
laminina (5pg/ml, Sigma-Aldrich, L2020), suplementadas con sus correspondientes
mitdgenos, 10 ng/ml FGF2 (PeproTech, 100-18B) y 10 ng/ml EGF (PeproTech, #315-09),
y en presencia o ausencia de 50 ng/ml de BMP6 (PeproTech, 120-06) durante 4 DIV.
Pasado el tiempo de cultivo, dichas células fueron fijadas con glutaraldehido 0,1% fresco

(Roth, 4157.1). Posteriormente, las muestras fueron incubadas con la mezcla de tincién
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desde 0,5 a 48 horas a 379C, dicha mezcla consta de: 20 mg/ml Xgal, 50mM
KsFe(CN)e*3H20 (Sigma-Aldrich, 455989), 50mM KsFe(CN)s (Sigma-Aldrich, 455946), 1M
MgCl, (Sigma-Aldrich, M8266), NP40 0,2% (Sigma-Aldrich, NP40) en PBS 1X. Como
control negativo para senescencia se utilizaron células C17.2 cultivadas durante 4 DIV,
como control positivo se emplearon células C17.2 tratadas con H,0; (Roth, 9681.1) una

vez al dia (200nM) durante 4 DIV.

3.1.4. Analisis de |la expresion génica.

El RNA fue extraido de células (AH-NSPCs) o de tejido de ratones wild type
(Crl:CD1) utilizando el kit comercial lllustra RNAspin Mini Kit (GE Heatlhcare, 25-0500-
71) y la cantidad de RNA extraida fue medida mediante un lector de placa (Infinite M200
TECAN). El cDNA correspondiente fue obtenido a partir de 250-500 ng de RNA mediante
una retrotranscripcion reversa (RT) y usando el kit PrimeScrip RT Reagent (Perfect Real
Time) (Takara, RRO37A). Las condiciones de RT empleadas fueron las siguientes: 37C 15
min, 85C 1 min, 4C infinito. Una vez generado el cDNA la expresion génica fue medida
por medio de una PCR cuantitativa (QPCR) en un LightCycler480 (Roche) usando SYBR
PremixEX Taq (2X) (Takara, RR420A) y los cebadores o primers directo y reverso
correspondientes para cada gen (Tabla 3) siguiendo las concentraciones indicadas por
el fabricante. Los datos fueron analizados siguiendo el método de 2725 (Livak K.J. y

Schmittgen T.D., 2001) y referidos a su correspondiente control.

3.1.5. Electroforesis de proteinas y Western blot.

Para la extraccién de proteinas, las muestras fueron lisadas en tampdn de lisis PB
0,1M suplementado con inhibidores de proteasas 1X (Takara, B14011) y 1% Triton TX-
100 (ThermoScientific, 93443). En aquellos casos en los que se pretendia analizar
proteinas fosforiladas se afiadieron al tampdn de lisis inhibidores de fosfatasas: 1%
Ortovanadato (Sigma-Aldrich, S6508), 1% PMSF (Sigma-Aldrich, 78830), 1% Fluoruro
Sédico (Sigma-Aldrich, $1504). Se sustituyd el Triton TX-100 por 1% de SDS (Sigma-

Aldrich, D6750) en el caso de requerir proteinas nucleares. Dichas fracciones proteicas
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fueron separadas mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), y transferidas a una membrana de polyvinylidene difluoride (PVDF) (Merk
Millipore, IPVH00010) siguiendo los protocolos proporcionados por la casa comercial
(Bio-Rad). Una vez transferidas las proteinas, las membranas fueron incubadas con
tampdn de bloqueo durante 1 hora: 5% leche desnatada o 3% BSA (Apolo Scientific,
9048-46-8), en el caso de proteinas fosforiladas, en T-TBS (20mM Tris, 150mM NaCl,
0,1% Tween20, pH 7,5). Tras el bloqueo, las membranas fueron incubadas, en primer
lugar, con los anticuerpos primarios toda la noche y, posteriormente, con los
anticuerpos secundarios correspondientes durante 1 hora. Los anticuerpos empleados
para los andlisis por western blot son los siguientes (Tabla 1, Tabla 2): Phospho-
Smad1/Smad5/Smad8 antibody (Cell Signalling, #9511 y #13820), Smad1/5/8 (N-18)-R
antibody (Santa Cruz Biotechnology, sc-6031-r), Neuronal Class lll B-Tubulin antibody
(Covance, mms-435p), Glial Fibrillary Acidic Protein antibody (Dako, z0334), Goat
Doublecortin (C-18) antibody (Santa Cruz Biotechnology, sc8066), Phospho-LRP6
(Ser1590) antibody (Cell Signalling, 2568), B-actin antibody (Sigma-Aldrich, a5441), Anti-
LEF1 antibody (Abcam, ab85052) , Anti-BMPR2 antibody [1F12] (Abcam, ab130206),
Donkey anti-Rabbit ECL 1:50000 (Amersham, na934), Sheep anti-Mouse ECL 1:50000
(Amersham, na931), Donkey anti-Goat HRP 1:10000 (Santa Cruz Biotechnology, sc-
2020).

3.1.6. Andlisis filogenético y caracterizacion de la secuencia del

promotor de Lef1.

Las distancias filogenéticas entre los distintos ligandos de las BMPs fueron

calculadas utilizando CLUSTAL-W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2),

usando las secuencias proteicas y los parametros por defecto. A su vez, para la
visualizacién de los arboles se empled el programa informatico ‘Aliview’. La informacién
de las secuencias de las distintas proteinas de ratdn fue obtenida de bases de datos a
través de los siguientes nimeros de acceso: BMP2 (NP_031579.2), BMP4 (AAH13459.1),
BMP5 (NP_031581.2), BMP6 (NP_031582.1), BMP7 (NP_031582.2), BMPS8A
(NP_031584.1) y BMP8B (NP_031585.2). Para la caracterizacion del promotor del gen
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Lefl, obtuvimos la secuencia de S5kpb de la base de datos de genoma de rata
(gil89673387:821409826409), y los analisis tanto para el estudio de regiones
promotoras, como para el estudio de posibles sitios de unién para factores de
transcripcion se llevaron a cabo utilizando el software informatico ‘Genomatrix

Promoter Inspector’y ‘Matinspector’ tool (Genomatrix Software Suite v3.0).

3.1.7. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP).

Cultivamos las AH-NSPCs, en presencia de 25 ng/ml de la proteina BMP4 (PeproTech,
120-05ET) durante 6 horas. Pasado el periodo de estimulacién procedimos a realizar el
crosslinking entre el DNA vy las proteinas asociadas, para ello expusimos las células
durante 10 minutos a una concentracion final de 1% de formaldehido (a partir de
formaldehido 37%, Panreac). Las células fueron recogidas en tubos eppendorf de 1,5 ml
y se procedidé a la lisis celular empleando un sonicador UP50H Ultrasonic Processor
(Hielscher), tras optimizar el siguiente protocolo de sonicacidon: 30% amplitud, 10
segundos x20 pulsos. Para la inmunoprecipitacion, las fracciones proteicas obtenidas
fueron incubadas durante 48 horas con 60 ul Protein A agarose/Salmon Sperm DNA
(Millipore, 16-157) y 10 pg del anticuerpo SMAD4 Antibody (H-552) (Santa Cruz
Biotechnology, sc-7154). Todos los tampones empleados en el proceso de
inmunoprecipitacion fueron preparados siguiendo las indicaciones del fabricante,
Chromatin Immunoprecipitation (ChlIP) Assay Kit (Upstate): ChIP Dilution Buffer (0,01%
SDS, 1,1% Triton TX-100, 1,2mM EDTA, 16,7mM Tris pH 8.1, 167mM NaCl), Low Salt
Immune Complex Wash Buffer (2mM EDTA, 20mM Tris pH 8.1, 150mM NaCl, 0,1% SDS,
1% Triton TX-100), High Salt Immune Complex Wash Buffer (2mM EDTA, 10mM Tris pH
8.1, 500mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton TX-100), LiCl Immune Complex Wash buffer (1%
Igepal-CA360, 0,5M LiCl, 1% Deoxycholic Acid, 100mM Tris pH 9.0), TE Buffer (10mM Tris
pH 8.1, 1ImM EDTA) y SDS Lysis Buffer (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris pH 8.1). El
material inmunoprecipitado fue amplificado mediante una PCR convencional utilizando
DNA polymerase (Biotools), 10X Standard Reaction Buffer con 2mM MgCl2 (Biotools),
240 uM dNTP Mix (Invitrogen) y los primers correspondientes para el promotor del gen

Lef1 (Tabla 1) (Figura 11).
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Inmunoprecipitacion del DNA de interes con anticuerpos especificos.

antiSMAD4 1gG

D Reversién del cross-linking. E pcr.
Reversion del entrecruzamiento y Amplificacion de los fragmentos
purificacion del DNA. inmunoprecipitados con primers especificos.
1 . SOVR SOVOR
"-\\ ' \ I S
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Figura 11. Representacion ilustrativa de un experimento de ChlIP. (A) Representacion del cross-link de un
dimero de proteinas SMADs (SMAD4/SMAD158) cuando este se une a su sitio de union en el DNA. (B)
Representacion del proceso de sonicacion. El material que ha sido entrecruzado es sonicado para su
ruptura en fragmentos de 500pb. (C) Representacién de la inmunoprecipitacion. El material entrecruzado
y sonicado es centrifugado para separar aquellos fragmentos de 500 pb que estan unidos a los dimeros
de proteinas SMADs. (D) Representacidn del proceso de reversion del entrecruzamiento y purificacién de
los fragmentos de DNA. (E) Representacién de la PCR. Amplificacion de los fragmentos obtenidos tras la
purificacion del DNA. Se utilizan los cebadores especificos para el promotor de Lef1 (Tabla 2).
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3.1.8. Analisis de las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas.

3.1.8.1. Andlisis de Sholl.

El analisis de Sholl evalia la morfologia y la complejidad de la arborizacién
neuronal. Se basa en superponer sobre la neurona una serie de circulos concéntricos
centrados en el soma de dicha neuronay, posteriormente, hacer un recuento de cuantas
veces cortan las neuritas de la neurona estudiada con cada uno de los circulos
superpuestos (Figura 12, A). De esta forma, cuantos mas cortes tengan las neuritas de
la neurona estudiada y cuanto mas alejados estén estos cortes del soma neuronal mas
madura se considerard dicha neurona. Para los andlisis de Sholl de los experimentos de
maduraciéon en primer lugar se fotografiaron las distintas muestras en un microscopio
confocal Leica TCS SP8, con un objetivo de 40X, apertura numérica de 1,3 y zoom digital
de 1. Las neuronas fotografiadas fueron analizadas mediante el plugin ‘Sholl Analysis’
del software informatico FlJI (Schindelin, J.; Arganda-Carreras, |. & Frise, E. et al. (2012),

"Fiji: an open-source platform for biological-image analysis", Nature methods 9(7): 676-

682, PMID 22743772). Utilizamos los parametros por defecto ademas de un radio inicial
ajustado al soma de la neurona, una distancia entre circulos de 3,4 um (20 pixeles) y un

radio final de hasta 170 um (1000 pixeles).

3.1.8.2. Numero de puntos finales (End Points).

Esta medida hace referencia al nUmero total de dendritas que posee una neurona, tanto
primarias como secundarias. Esta medida se basa en contar el nimero de terminaciones
dendriticas que pertenecen a una neurona (Figura 12 B). Cabe destacar que las neuronas
generadas in vitro a partir de AH-NSPCs pueden tener mas de una neurita primaria,
mientras que las neuronas hipocampales encontradas in vivo, debido a que estdn muy

polarizadas, en condiciones normales solo presentan una Unica neurita primarias.
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Figura 12. Analisis de Sholl y caracteristicas
morfoldgicas de una neurona in vitro. (A)
llustracién de un andlisis de Sholl. Se
superponen circulos concéntricos sobre la
neurona y se cuantifica el numero de cortes
gue tienen las neuritas de dicha neurona
con los circulos. (B) llustracion del nUmero
de puntos finales (End Points) de una
neurona. Representados como puntas de
flecha (negro). (C) llustracidn de la medida
de la longitud de las neuritas primarias. (D)
llustracidon de la longitud de las neuritas
secundarias. (E) llustracién de las medidas
realizadas para calcular el perimetro (E) y el
area (F) del soma.

3.1.8.3. Longitud de neuritas primarias y secundarias.

Para el calculo de las longitudes se empled el software informatico FlJI, en

concreto, la funcién de ‘Segmented Line’ se utilizd para delinear todas las neuritas de

una neurona. Esta medida que hace referencia a la suma de la longitud, en micras, de

todas las neuritas primarias o secundarias de una neurona (Figura 12 C, D).

3.1.8.4. Perimetro y Area del Soma.

De nuevo, se utilizd el software informatico FlJI para calcular el perimetro, en

um, y el drea, en um?, del soma de las neuronas (Figura 12 E, F).

3.1.9. Ensayos de siRNA frente a los receptores de las BMPs.

Para estos experimentos se procediod a la nucleofeccién de las AH-NSPCs con los

siRNA comerciales disefiados frente a los receptores de BMPs de interés. Para ello se

utilizé un equipo Amaxa 4D Nucleofector (Lonza) y el kit comercial Amaxa P3 Primary
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Cell 4D-Nucleofector X kit S (Lonza, V4XP-3032) siguiendo las especificaciones de dicho
kit. Se levantaron y contaron 500.000 AH-NSPCs por condicién, las cuales fueron
nucleofectadas con el programa DC100 (programa de nucleofeccién especifico para
células madre neurales) y con 300nM del correspondiente siRNA (Figura 13 A, B). Los
siRNA utilizados fueron: siRNA Scramble siGENOME Control Pool Non-Targeting #2 (D-
001206-14-05), siBMPR2 (M-101651-00), siACVR1 (M-099048-01-0005) y siBMPR1B (M-
089942-01-0005). Una vez nucleofectadas se sembraron 500.000 células en placas MW6
y se cultivaron durante 4 DIV en presencia de 1uM de Acido Retinoico (Sigma-Aldrich,
302-79-4) y 5uM Forskolina (Sigma-Aldrich, F6886), y, posteriormente, durante 3 DIV en
presencia de 50 ng/ml de BMP6 (Figura 13 C). Las células fueron lisadas para extraer la
fraccion proteica o el RNA celular para realizar un analisis de la expresién de los genes
diana por western blot (Bmpr2) o PCR cuantitativa (Acvrl y Bmprlb). Por otro lado, tras
la nucleofeccidén también se sembraron 50.000 células por pocillo en placas multipocillo
MW?24 y sobre un cubreobjetos circular de 12 mm de didametro (ThermoScientific)
tratado previamente con un coating de poly-ornitina (10pg/ml, Sigma- Aldrich, P3655) y

laminina (5ug/ml, Millipore, SCR127) (Hsieh et al., 2004). Tras lo que las células fueron

Figura 13. llustracion de un ensayo de
A B silenciamiento utilizando siRNA. (A) Las AH-
.0.'%\\5%\,;{1 | NSPCs  son  incubadas con los
Ll correspondientes siRNA (siACVR1,
..Q%‘\siBMPMB siBMPR1B y siBMPR2). (B) Tras el proceso
Y de incubacion las  AH-NSPCs son
"%iBMPRQ nucleofectadas utilizando un equipo
%o’ ) Amaxa 4D Nucleofector (Lonza) y el
programa DC100, especifico para
células neurales. (C) Tras la nucleofeccién
las AH-NSPCs son sembradas y cultivadas
siguiendo el protocolo de los experimentos
de maduracion (7 DIV) previamente
descrito (Figura 10 C). A término del
experimento las AH-NSPCs son fijadas y se
cuantifica la maduracién neuronal por
medio del andlisis de Sholl y las
caracteristicas morfolégicas de las neuronas
generadas.
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cultivadas durante 4 DIV en presencia de un tratamiento de 1uM de Acido Retinoico
(Sigma-Aldrich, 302-79-4) y 5uM Forskolina (Sigma-Aldrich, F6886) para promover la
entrada en el proceso de diferenciacion neuronal y posteriormente de 50 ng/ml de
BMP6 (PeproTech, 120-06) durante 3 DIV para observar la respuesta a estas proteinas.
El grado de maduracidn conseguido fue medido mediante la inmunocitoquimica frente

a la proteina del citoesqueleto tubulina Bl (Tuj1) y el analisis de Sholl correspondiente.

3.1.10. Generacidon de las construcciones virales.

Para los ensayos en los que utilizamos lenti y retrovirus, se procedié en primer
lugar a subclonar las construcciones de interés en los vectores virales. Partimos de los
plasmidos comerciales que contenian las secuencias codificantes de las formas
constitutivas activas de los receptores de tipo I: pcDNA3-Acvrlh-CA (Q207D) (#80871,
Addgene) y pcDNA3-BMPR1B-CA (Q203D) (#80883, Addgene). Ambos plasmidos

constan del constructo de interés seguidos del tag HA (Figura 14 A).

3.1.10.1. Construcciones Retrovirales.

En el caso de las construcciones retrovirales los plasmidos comerciales que
portan las formas constitutivas activas de los receptores fueron digeridos con las
enzimas de restriccion EcoR1 (Takara, 1040A) y Xho | (Takara, 1094A), de la misma
forma, el backbone retroviral (pMY-IRES-GFP) fue digerido con las mismas enzimas,
EcoR1y Xho I. Inserto y vector fueron purificados mediante una electroforesis en un gel

de agarosa al 1% (Pronadisa, 8012) y el kit NZYGelpure (Nzytech, MB01101).

Tras la purificaciéon se procedié a ligar el insecto y el vector manteniendo una
proporcion 4/1 (inserto/vector) con una T4 DNA ligasa (Takara, 2011A) durante toda la
noche. Los pldasmidos resultantes constan de las formas constitutivas activas de ACVR1
o BMPR1B, los genes necesarios para la generacion de retrovirus en células
empaquetadoras, los genes de resistencia a ampicilina, y, ademas, el reportero GFP

(Figura 14 B).
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Figura 14. Plasmidos de interés y construcciones retrovirales. (A) Representacién de los plasmidos
comerciales que portan las formas constitutivas activas de los receptores de tipo |, pcDNA3-Acvrlh-CA
(Q207D) (#80871, Addgene) y pcDNA3-BMPR1B-CA (Q203D) (#80883, Addgene). Ambos plasmidos portan
el tag Ha tras la secuencia de los receptores. (B) Representaciéon del protocolo de digestidn y ligacién para
la obtencidn de las construcciones retrovirales usadas en los experimentos. Los plasmidos que portan las
construcciones de interés, asi como el plasmido retroviral pMY-IRES-GFP, son digeridos con las enzimas
de restriccion EcoR1 y Xhol. Posteriormente se realiza la ligacion de inserto y vector manteniendo una
proporcidn 4/1 respectivamente.

3.1.10.2. Construcciones Lentivirales.

En el caso de las construcciones lentivirales los plasmidos comerciales con las
formas constitutivas activas de los receptores fueron digeridos con la enzima de
restriccion Xbal (Takara, 1093A), de la misma manera el backbone que porta los genes
lentivirales (pHRSIN-CSGW-dINotl) fue digerido con la enzima Notl (Fermentas, ER0595)
(Figura 15 A). Una vez digeridos, se procedid a hacer romos los extremos mediante el
siguiente protocolo (Figura 15 B): incubamos cada uno de los plasmidos previamente

digeridos durante 15 minutos con 1U/ug T4 polymerase (Takara, 2040A), 100uM dNTPs
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(Promega, U1515), y a 12C. Tras este procedimiento tanto el plasmido con el inserto
como el plasmido con el vector lentiviral se volvieron a digerir con la enzima de
restriccion BamHI (Takara, 1010A), esto dio lugar a un inserto con un extremo con la
diana de BamHI y otro extremo romo, y, de la misma forma, un backbone lentiviral con
un extremo con la diana de BamHI y otro romo. Inserto y vector fueron purificados y
concentrados mediante un gel de agarosa (Pronadisa, 8012) al 1% vy el kit comercial
NZYGelpure (Nzytech, MB01101), y, posteriormente, ligados mediante una T4 DNA
ligasa (Takara, 2011A) durante toda la noche. Los plasmidos resultantes constan de las
formas constitutivas activas de ACVR1 o BMPRI1B etiquetadas con HA, los genes
necesarios para la generacion de lentivirus y el gen de resistencia a ampicilina (Figura 15

C).

Para ambos casos, se transformaron bacterias competentes XL1Blue (Stratagene,
#200249) con los plasmidos obtenidos siguiendo un protocolo de Heat Shock:
incubamos las bacterias competentes con los pldsmidos durante 30 minutos en hielo,
incubamos a 42C durante 45 segundos (heat shock), incubamos 5 minutos en hielo,
incubamos a 37C durante 45 minutos en medio Luria Broth (LB) (Pronadisa).
Posteriormente, las bacterias transformadas fueron seleccionadas creciéndolas en
placas de LB-agar con ampicilina (Apolo, BIAO104) overnight. Se hizo un precultivo de
aquellas colonias seleccionadas por la ampicilina y se comprobdé mediante una miniprep.

y ensayos de restriccidon que los plasmidos transformados eran los correctos.

3.1.11. Generacion de particulas virales.

3.1.11.1. Retrovirus.
Para la generacidn de los retrovirus se utilizd una transfeccion mediante Cloruro

de calcio de los plasmidos generados en las células empaquetadoras Phoenix (Swift, S.

Rapad Production of Retroviruses for Efficient Gene Delivery to Mammalian Cells Using
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Digestion de los plasmidos que portan los insertos con Xbal y del backbone lentiviral con Notl.

Acvr1h-CA BMPR1B-CA R

PHRSIN-CSGW-dINot]
9789 pb

PCDNA3-Acvr1h-CA pcDNA3-BMPR1B-CA

Q207D Q203D
#80871 #80883

Generacién de extremos romos para los tres vectores.

Acvrih-CA BMPR1B-CA SR g

AmpR g .
PEDNAZ-Acvrih-CA PcDNA3-BMPR1B-CA PHRSIN-CSGW-dINotl
azo7o Q203D BamHI
#80871 #B0883
IR €EGFP

Digestion de los tres plasmidos con BamH1, purificacion y ligacion.
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Figura 15. Generacidn de las construcciones lentivirales.

(A) En primer lugar, los plasmidos de interés fueron digeridos con la enzima de restriccion Xbal, de la
misma manera, el backbone lentiviral fue digerido con la enzima Notl. (B) Se procedié a transformar los
extremos de los tres plasmidos en extremos romos. (C) Posteriormente, tanto los plasmidos con los
insertos como el plasmido con el vector lentiviral fueron digeridos con la enzima de restriccién BamH1,
generando a asi inserto y vector con un extremo romo y otro para BamH1. Una vez purificados se procedio
a la ligacién de inserto y vector manteniendo una proporcidn 4/1 respectivamente. Los dos plasmidos
lentivirales generados portan el tag HA.

293T Cell-Based Systems. Current protocols in immunology. 2014). Estas células ya

portan los componentes necesarios para la generacidn de retrovirus. Para estos
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experimentos se cultivaron células Phoenix durante 2 DIV, y se generaron tres tipos de
retrovirus para lo que se transfectaron tres construcciones retrovirales diferentes: el
vector retroviral vacio (Control), el vector retroviral que porta la forma constitutiva
activa de ACVR1A, y el que porta la forma constitutiva activa de BMPR1B. Cambiamos el
medio de cultivo 6 horas tras la transfeccidon, y, posteriormente, se realizaron dos
recogidas de los virus secretados al medio de cultivo: a las 24 y 48 horas. Finalmente, los
virus obtenidos se purificaron y concentraron utilizando columnas comerciales

Vivaspin20 (Sartorius, VS2042).

3.1.11.2. Lentivirus.

Para la generacidn de los lentivirus, se empled el sistema de empaquetamiento
denominado de segunda generacién (2" generation technology) y se utilizé una
transfeccion mediante Cloruro de calcio, pero, en este caso, de células HEK293T. Se
cotransfectaron, ademas de los pldsmidos que portan las construcciones de interés
(plasmido lentiviral vacio, ACVR1 constitutivo activo, BMPR1B constitutivo activo),
aquellos plasmidos que portan los genes necesarios para sintetizar las proteinas de las
envueltas viricas y los genes necesarios para el empaquetamiento, pMD2G (que
contiene la proteina de la envuelta VSV-G) y psPAX2 (que contiene Gag, Pol, Rev y Tat)
respectivamente (Addgene, #12259, #12260). Para la generacién de estos virus se
cultivaron células 293T en placas P100 durante 2 DIV, se cambid el medio 6 horas antes
de la transfeccién y se realizaron dos recogidas de medio postransfeccién, una a las 24
y otra a las 48 horas. Posteriormente, los lentivirus fueron purificados y concentrados

utilizando las columnas comerciales Vivaspin20 (Sartorius, VS2042).

3.1.12. Transducciones retrovirales y lentivirales.

Para los experimentos de maduracion neuronal la sobreexpresién de las formas
constitutivas activas de los receptores de tipo | de las BMPs se hizo a través de la
infeccion de las células con retro y lentivirus que portan dichas construcciones. Para ello

se cultivaron células AH-NSPCs de rata durante 7 DIV: 4 DIV en presencia de 1uM de
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Acido Retinoico (Sigma-Aldrich, 302-79-4) y 5uM Forskolina (Sigma-Aldrich, F6886), para
favorecer la entrada en el proceso de diferenciacién neuronal, y 3 DIV en presencia de
50 ng/ml BMP6 (PeproTech, 120-06). Dichas células fueron infectadas con retro o
lentivirus a dia 3 del experimento, y se emplearon tres tipos de retrovirus (retrovirus
control (GFP), retrovirus ACVR1CA-GFP, retrovirus BMPR1BCA-GFP), y tres tipos de
lentivirus (lentivirus control (HA), lentivirus ACVR1CA-HA, lentivirus BMPR1BCA-HA). A
dia 7 las células fueron fijadas con 2% paraformaldehido (Panreac, 141451) y
procedimos a medir las caracteristicas morfolédgicas (niUmero de end points, longitud
dendritica total, nimero de neuritas primarias, nUmero de neuritas secundarias) y el
grado de maduracion neuronal mediante una inmunocitoquimica frente a Tubulina Bl

y el analisis de Sholl correspondiente.
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3.2. Fxperimentos in vivo.

3.2.1. Animales.

Usamos ratones machos Crl:CD1 de dos meses de edad para diseccionar el giro
dentado del hipocampo. Los animales se mantuvieron en condiciones de SPF y toda
manipulacién fue aprobada por el Comité para la Investigacion Etica y el Bienestar

Animal del Instituto de Salud Carlos I, Espaiia.

Para los experimentos de electroporacion in vivo utilizamos animales Crl:CD1.
Estos animales fueron electroporados a dia posnatal PO (PO, recién nacidos) y
sacrificados a los 21 dias tras la electroporacién (P21). Para la generacion de cultivos
primarios de células AH-NSPCs empleamos machos Crl:CD1, SAMR1 y SAMP8 de dos
meses de edad. Los animales Crl:CD1 fueron comprados a Charles River (Les Oncins,
Francia), las lineas SAMR1 y SAMP8 fueron cedidas por el Dr. Merce Pallas de la
Universidad de Barcelona (Pallas, M. 2008). Todos estos procedimientos se llevaron a
cabo bajo la supervisién y aprobacién del Comité de Etica y Subcomité de Bioética del
Instituto de Biomedicina de Valencia, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

(CSIC), Espaiia.

3.2.2. Cultivos primarios AH-NSCs (Crl:CD1, SAMR1, SAMPS).

Para la obtencion y extraccidén de las células madre hipocampales se siguio el
procedimiento descrito por Babu et al. (Babu H. et al., 2011). Se sacrificaron seis
animales (Crl:CD1, SAMR1 o SAMP8) por cultivo. Una vez sacrificados, procedimos a la
diseccidn del giro dentado del hipocampo en cada uno de los hemisferios del cerebro de
dichos animales, obteniendo un total de 12 giros por cultivo. Este tejido fue disgregado
y homogeneizado mediante el kit P (Miltenyi, 130-092-628) y disociador de tejido
GentleMACS Octo Dissociator (Miltenyi,130-096-427), tras lo que procedimos a la
eliminacion de la mielina mediante un gradiente de percoll (GE17-0891-02). Las células

obtenidas fueron sembradas en un pocillo de una placa de MW24 recubierta con un
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coating de poly-D-lysina (10ug/ml) (Sigma-Aldrich, 27964-99-4) y laminina (5ug/ml,
Sigma-Aldrich, L2020), en medio Neurobasal (Gibco, 21103049) suplementado con B27
(Gibco, 17504044) y en presencia de 20 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblasto
humano 2 (FGF-2) (PeproTech, 100-18B) y 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (PeproTech, #315-09).

3.2.3. Generacion de los plasmidos IRES GFP.

Para los experimentos de maduracién in vivo en los que empleamos la técnica de
electroporacién el primer paso a seguir fue el de la generacién de los plasmidos que
portan las construcciones constitutivamente activas de los receptores de las BMPs tipo

I ACVR1y BMPR1B.

Partimos de los plasmidos comerciales que contenian dichas formas de los receptores
de tipo |: pcDNA3-Acvr1h-CA (Q207D) (#80871, Addgene) y pcDNA3-BMPR1B-CA
(Q203D) (#80883, Addgene); y del plasmido pCAG-IRES-GFP (Addgene, #11159) que
usaremos como backbone (Figura 16 A). Estos plasmidos fueron digeridos con las
enzimas de restriccion EcoRl y Xhol (Takara, 1040A, 1094A respectivamente) vy,
posteriormente, purificamos las regiones que contenian Acvrlh-CA y BMPR1B-CA
mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Pronadisa, 8012) y el kit
NZYGelpure (Nzytech, MB01101). De la misma manera digerimos el plasmido pCAG-
IRES-GFP con EcoRl y Xhol (Takara, 1040A, 1094A respectivamente) para después
purificar el backbone resultante que consta de la regién IRES-GFP. Tras lo cual, ligamos
Acvr1-CA y BMPR1B-CA al vector pCAG-IRES-GFP con una proporcion 4/1
(inserto/vector) y una T4 DNA ligasa (Takara, 2011A), generando asi dos plasmidos:
pPCAG-Acvrl-IRES-GFP y pCAG-BMPR1B-IRES-GFP (Figura 16 B). Para ambos casos, se
transformaron bacterias competentes XL1Blue (Stratagene, #200249) con los plasmidos
obtenidos siguiendo un protocolo de Heat Shock: incubamos las bacterias competentes
con los plasmidos durante 30 minutos en hielo, incubamos a 42C durante 45 segundos
(heat shock), incubamos 5 minutos en hielo, incubamos a 37C durante 45 minutos en

medio Luria Broth (LB) (Pronadisa). Posteriormente, las bacterias transformadas fueron
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seleccionadas creciéndolas en placas de LB-agar con ampicilina (Apolo, BIA0104)
overnight. Se hizo un precultivo de aquellas colonias seleccionadas por la ampicilinay se
comprobé mediante una miniprep. y ensayos de restriccién que los plasmidos
transformados eran los correctos. Una vez comprobada la secuencia de nuestros
constructos procedimos a realizar una maxiprep endo-free siguiendo los pasos del kit

comercial EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 12362).

CMV promotor Acvrih-CA BMPR1B-CA
AmpR — P
ori
DCAG-IRES-GFP PCDNA3-Acvr1h-CA PcDNA3-BMPR1B-CA
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Figura 16. Generacion de los plasmidos IRES GFP.

(A) Se procedié a digerir tanto los plasmidos que portan las construcciones constitutivas activas de los
receptores de BMPs de tipo | Acvrlh-CA y BMPR1B-CA, como el vector pCAG-IRES-GFP con las enzimas de
restriccién EcoR1y Xhol. De esta manera, y tras su purificacion, obtuvimos los insertos y vector de interés
para nuestro experimento. (B) Posteriormente, procedimos a ligar inserto y vector con una T4 DNA ligasa
y manteniendo una proporcion 4/1 (inserto/vector). De esta forma generamos dos plasmidos que portan
las formas constitutivas activas de los receptores tipo | de las BMPs seguidas de un IRES y GFP (pCAG-
AcvrhCA-IRES-GFP y pCAG-BMPR1BCA-IRES-GFP respectivamente). Estas construcciones seran utilizadas
en los experimentos de electroporacion in vivo posteriores.
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3.2.4. Electroporaciones in vivo.

Se siguid el procedimiento descrito por Ito H. et al. (Ito H. et al., 2014). Se
anestesiaron animales Crl:CD1 neonatos (PO) mediante hipotermia (3 min en hielo) y se
fijaron con cinta adhesiva a un soporte. Con un capilar de vidrio estirado fijado a un
soporte estereotactico se atravesaron la piel y el craneo hasta que dicho capilar quedé
posicionado en el interior del ventriculo lateral izquierdo (Figura 16 A). Se inyecto 1 pl
de ADN (2 pg/ul) disuelto en PBS/FastGreen 0.25% y empleamos tres tipos de
construcciones: pCAG-IRES-GFP, pCAG-Acvrl1-IRES-GFP y pCAG-BMPR1B-IRES-GFP. Sila
inyeccion ha sido correcta se puede ver el ventriculo teiido de verde situando una luz
intensa detras del animal. Cuando asi fue, se procedié a la electroporacién (Figura 16 B);
en caso contrario, se sacrificd el animal mediante decapitacion. Para la electroporacién
se sometio el animal a 5 pulsos de 50 mseg y 140 volt cada uno con electrodos en forma
de pinza. Todo el proceso se realiza en frio. Inmediatamente se reanimo al animal sobre
una placa calefactora a 372C, se identifico mediante el corte del extremo de una falange
y se devolvid a la jaula junto a la madre y resto de camada donde permanecid durante
21 dias, momento en el cual se procedié a la perfusién del mismo y al procesado del
tejido (Figura 16 C). Se realizd una supervision diaria de las crias electroporadas durante
la primera semana tras el experimento. Este procedimiento fue realizado por la Dra.
Carme Cucarella, del Servicio de Transgénesis, Instituto de Biomedicina de Valencia,

CSIC.

3.2.5. Inmunohistoquimica.

Todos los animales fueron perfundidos, en primer lugar, con 0,9% Cloruro Sédico
(Panreac, 131659.1211) para eliminar la mayor cantidad de sangre posible del sistema
circulatorio; en segundo lugar, con paraformaldehido (Panreac, 141451.1211) al 4% para
fijar los tejidos. Una vez extraidos los cerebros, estos fueron post fijados overnight con
4% paraformaldehido (Panreac, 141451.1211). Las muestras fueron embebidas en
O.C.T. (Optimal Cutting Temperature Embedding Medium, Tissue-Tek, 2021/01) y

congeladas a -80C durante un minimo de 24 horas.
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A

Inyeccién del plasmido de interés.
Inyeccién estereostatica del plasmido de interés en el ventriculo del animal neonato.

Electroporacién.
Si la inyeccion del plasmido ha ocurrido correctamente, se procede a la electroporacion del
material genético.
|

Procesado del tejido.
Los animales se sacrificaron 21 dias tras la electroporacion, fueron perfundidos y los cerebros
procesados para realizar la inmunohistoguimica gue nos permite valorar la maduraciéon neuronal.

Figura 17. Electroporaciones in vivo.

(A) Se inyectan los plasmidos de interés (pCAG-IRES-GFP, pCAG-Acvr1-IRES-GFP y pCAG-BMPR1B-IRES-
GFP) en el ventriculo de uno de los hemisferios de animales Crl:CD1 neonatos (P0). (B) Si la inyeccién del
material ha sido correcta se procede a la electroporacion. El animal es sometido a 5 pulso de 50 mseg y
140 vol. En la posicién adecuada para que se electroporen las células del giro dentado, tal y como se
describe en Ito H. et al. (Ito H. et al., 2014). (C) Una vez acabado el proceso de electroporacién, los
cerebros son procesados (fijados, congelados y cortados) y se realiza una inmunohistoquimica frente a
GFP, y posterior analisis de Sholl para evaluar el grado de madurez de las neuronas generadas.

Los cerebros fueron cortados empleando un criostato CM1900 (Leica) a un grosor de 30

MM y montadas en portaobjetos rectangulares (Deltalab, D100004) previamente
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gelatinizados (Panreac, 141341). Todas las muestras fueron bloqueadas durante 1 hora
con una solucién de bloqueo que consta de: 10% de suero fetal bovino (Corning, 35-079-
cv) y 0,2% de Triton-X100 (ThermoScientific, 93443) en tampdn 0,1M PB. Se incubd
durante toda la noche con los anticuerpos primarios y 1 hora con los anticuerpos
secundarios correspondientes (Tabla 1, Tabla 2): Monoclonal Anti-Neuronal Class Il B-
Tubulin (Tul1) 1:250 (Covance, mms-435p), Rabbit Anti-GFP (Abcam, ab290), Laminin
Antibody 1:1000 (Novus, NB300-144SS), Cy3 Goat anti-Mouse 1:2000 (Jackson
ImmunoResearch, 115-166-062), Alexa 488 Donkey anti-Rabbit 1:500 (Jackson
ImmunoResearch, 711-546-152). Todo el andlisis de imagen se hizo con un microscopio

confocal TCS SP8 (Leica).

3.2.6. Analisis de las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas

generadas in vivo.

El andlisis de Sholl realizado para las neuronas generadas in vivo se hizo siguiendo
los mismos parametros que el realizado para las neuronas in vitro (Apartado 3.1.8.1). La
determinacién del nimero de End Points, de la longitud de las dendritas primarias y
secundarias y del perimetro y drea del soma se realizaron siguiendo el mismo protocolo
(Apartados 3.1.8.2, 3.1.8.3, 3.1.8.4). Cabe destacar que las neuronas generadas in vitro
a partir de AH-NSPCs pueden tener mas de una dendrita primaria, mientras que las
neuronas hipocampales encontradas in vivo, debido a que estdn muy polarizadas, en
condiciones normales solo presentan una Unica dendrita primarias (Figura 18 A, C, D, E,

F, G).

3.2.6.1. Distancia Dendritica Apical.

Para medir la longitud dendritica apical utilizamos el software informatico FlJI. Esta
distancia, hace referencia a la longitud de la dendrita primaria desde que nace del soma hasta

que sale de la zona subgranular del hipocampo y se ramifica por primera vez (Figura 18 H).
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Andlisis de Sholl Conformacién Y/V
% %
Ndmero de end points Longitud de dendritas Longitud de dendritas
primarias secundarias
N hr b

\ s
> 3
>
Perimetro del soma Area del soma Distancia dendritica apical

Densidad espinas Tipo espinas

dendriticas dendriticas
YU 2A .
. ; ; 5’ En Copa\{ Fungiforme §

I N

Filopnidel Pequenal

Figura 18. Caracteristicas morfoldgicas de las neuronas generadas in vivo.

(A) Representacion grafica de un andlisis de Sholl de una neurona in vivo. Se superpone a la neurona una
serie de circulos concéntricos centrados en el soma de la neurona y se cuantifica el nimero de cortes de
las dendritas de la neurona con dichos circulos. (B) Representacién grafica de las dos conformaciones
(Y/V) que pueden adoptar las neuronas in vivo. Cabe destacar que en condiciones fisioldgicas normales la
conformacién en Y es la predominante. La conformacion en V solo se ha observado en condiciones
patoldgicas. Representacion grafica del numero de puntos finales (End Points) (C), de la longitud de la
dendrita primaria (D), de la longitud de las dendritas secundarias (E) y del perimetro (F) y area del soma
(G). (H) Ejemplo grafico del calculo de la distancia dendritica apical, de la densidad de espinas dendriticas
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(1) y de los tipos de espinas (J) que se pueden encontrar en la superficie de las dendritas neuronales, siendo
las espinas fungiformes el tipo de espina mas maduro.

3.2.6.2. Conformacion en “Y” o “V”.

Las neuronas de la zona subgranular del hipocampo se clasifican en los
morfotipos “V” o “Y”. En condiciones fisioldgicas, dichas neuronas presentan una Unica
dendrita primaria que se alarga hasta llegar a la capa molecular donde se ramifica. Este
tipo de estructura es la que se conoce como morfotipo o conformacién en Y. Sin
embargo, en condiciones patoldgicas, este tipo de conformacién puede cambiar, ya sea
por la aparicion de otras dendritas primarias o por el acortamiento de la dendritica

apical, dando lugar a lo que se conoce como conformacién en V (Figura 18 B).

3.2.6.3. Densidad y tipo de las espinas dendriticas.

Para el calculo de la densidad de las espinas en los ensayos de maduracién se
tomaron fotografias de nuestras muestras en un microscopio confocal TCS SP8 (Leica),
a un aumento de 63X, con una amplitud numérica de 1,4 y un zoom digital de 3X. Se
tomaron fragmentos de 100um de tamafio de las neuronas fotografiadas, y se procedid
a contar el numero de espinas presentes en dichos fragmentos con la herramienta
‘counter’ del software informatico FlJI (Figura 18 1). Para el calculo de las espinas de tipo
fungiforme se procedié a medir el diametro mayor y menor de cada espina, y se
considerd fungiforme toda aquella espina que presentaba una superficie superior a 0,4
um? tras aplicar la férmula (= m x Dmayor x Dmenor/4) (Zhao et al., 2006; Zhao et al.,

2014) (Figura 18 ).

3.3. Andlisis Estadisticos.

Para el andlisis estadistico de los datos, se empled el programa informatico SPSS.
Se verifico la distribucidon normal de los datos mediante un test Kolmogorov-Smirnov y
se analizaron los outlayers con un diagrama de tallo-hojas, y se efectuaron distintos tests
paramétricos segun el caso. La hipdtesis nula fue quela media de Ia

variable estudiada fuese la misma en los diferentes grupos.
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Las significancias de las diferencias entre las medias para los siguientes ensayos
fueron calculadas por medio de una ANOVA de una via, usando el test de Tukey como
comparacion post-hoc: patrones de expresidon génica de los distintos receptores de tipo
| 'y Il de las BMPs durante el proceso de diferenciaciéon neuronal (Figura 20, 21), curva
dosis respuesta para la diferenciacion con las proteinas BMP2/4 (Figura 22 A), curva
dosis respuesta para la diferenciacion con la proteina WNT3A (Figura 27 A), expansion
de AH-NSPCs CD1 en presencia de BMP6 (Figura 50 B), aumento de la BMP6 sistémica
en animales SAMP8 y SAMR1 (Figura 58 D, E). Para calcular la significancia del efecto
sinérgico entre las proteinas BMP2/4 y WNT3A (Figura 28 A, B) usamos un analisis

ANOVA de dos vias de los porcentajes de las neuronas.

La significancia del resto de los ensayos fue calculada utilizando una prueba T
pareada de dos colas: linajes neurales inducidos por acido retinoico y forskolina (Figura
20 A), dosis respuesta BMP2/4 (Figura 22 C), linajes neurales inducidos por BMP2/4
(Figura 23 A), estimulacion con BMP2/4 (Figura 24 B, C), sefializacion via candnica de las
BMPs (Figura 25 D), inhibicion de las rutas de sefializacion (Figura 26 A), induccion de la
neurogénesis con WNT3A (Figura 27 C, E, F), inhibicion de la ruta candnica de las WNTs
(Figura 28 D), expresion de Lef1 (Figura 29 A), efecto madurativo de las proteinas BMPs
(Figura 31 A, B, C, D, E), analisis morfoldgico del nUmero y longitud de las neuritas (Figura
32 A, B, C, E, F), maduracidn neuronal con concentraciones crecientes de BMP6 (Figura
33 B), inhibicion del receptor tipo Il BMPR2 (Figura 34 B), inhibiciéon de los receptores
tipo | (Figura 35 B, C, E), ensayo madurativo inhibiendo el receptor ACVR1 (Figura 37 B,
C, D), sobreexpresion de las formas constitutivamente activas de los receptores tipo |
(Figura 39), analisis morfoldgico tras la sobreexpresion de las formas constitutivamente
activas de los receptores tipo | (Figura 40), inhibicidon quimica de las rutas de sefializacién
de las BMPs (Figura 41 B, C), inhibicion de intermediarios (Figura 42), analisis
morfolégico tras la inhibicion quimica de las rutas de sefializacion (Figura 43),
electroporaciones in vivo (Figura 44 B, C), analisis de las caracteristicas morfoldgicas de
las neuronas in vivo (Figura 45), migracion neuronal (Figura 46), espinas dendriticas
(Figura 47), salida de ciclo celular por BMP6 (Figura 49 D), expresién de BMP en SAMP8
(Figura 51 C, D), tasa de crecimiento de SAMP8 y SAMR1 (Figura 52), proliferacion de
SAMP8 y SAMR1 (Figura 53 A), respuesta a un estimulo de BMP6 (Figura 54 A, B, D), la
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microglia no expresa mas BMP6 (Figura 55 C), aumento de BMP6 sistémica en animales
Crl:CD1 (Figura 56 A, B) y aumento de la BMP6 sistémica en animales SAMP8 y SAMR1
(Figura 57 D, E).

Para las figuras representadas en fold (Figura 55, 56, 57) se empled la prueba T

de una muestra (one Sample T test).

Todos los valores corresponden a la mediatsem, y fueron considerados
significativos aquellos con un p valor inferior a 0,05 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
Para el andlisis estadistico de los datos en porcentaje se realizé la transformacién

matematica Arcsen.

3.4. Hustraciones graficas.

Todas las ilustraciones y figuras presentes en esta tesis doctoral se han realizado
utilizando el programa informatico Graphpad Prism 8, asi como los recursos

proporcionados por el sitio web Biorender (http://www.biorender.com).
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Tabla 1. Anticuerpos primarios.

Anticuerpos Primarios

Nombre

B-actin antibody
Anti-BMPR2 antibody [1F12]

Goat Anti-Doublecortin (C-18)

Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
Polyclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
Rabbit Anti-GFP

Monoclonal anti-ID1 (B-8)

Rabbit monoclonal anti-Ki67

Laminin antibody

Anti-LEF1 antibody

Monoclonal Anti-MAP2 (2a+2b) clone AP-20
Anti-Myelin Basic Protein

Monoclonal Anti-Nestin [Rat-401]
Monoclonal Anti-O4

Phospho-LRP6 (Ser1590) antibody
Phospho-Smad1/Smad5/Smad8 Antibody
Phospho-Smad1/Smad5/Smad8 Antibody
Smad1/5/8 (N-18)-R antibody

SMAD4 Antibody (H-552)

Polyclonal Goat Anti-SOX2

Monoclonal Anti-Neuronal Class IIl -Tubulin

(Tul1)

Referencia

Sigma-Aldrich, a5441
Abcam, ab130206

Santa Cruz Biotecnology,
sc8066

Sigma-Aldrich, g3893
Dako, z0334

Abcam, ab290

Santa Cruz Biotechnology,
sc133104

Thermo Scientific, RM-
9106

NB300-144SS

Abcam, ab85052
Sigma-Aldrich, M1406
Abcam, ab2404

Abcam, ab11306
Sigma-Aldrich, MAB345
Cell Signalling, #2568

Cell Signalling, #13820
Cell Signalling, #9511
Santa Cruz Biotechnology,
sc-6031-r

Santa Cruz Biotechnology,
sc-7154

R&D Systems, af2018

Covance, mms-435p

uso
1:5000
1:1000
1:200

1:300
1:300
1/250
1:100

1:50

1:1000
1:500
1:300

1:40
1:500
1:150
1:300

1:1000

1:1000
1:500

1:300
1:250

Concentracion
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios.

Anticuerpos Secundarios

Nombre

Alexa 488 Donkey anti-Rabbit

Biotinylated Donkey Horse anti-Goat

Cy3 Donkey anti-Rabbit

Cy3 Goat anti-Mouse

Cy2 Streptavidin

Cy3 Streptavidin

Cy5 Streptavidin

Donkey anti-Rabbit ECL

Sheep anti-Mouse ECL
Donkey anti-Goat HRP

Referencia

Jackson ImmunoResearch,
711-546-152

Vector Laboratories,
BA-9500

Jackson ImmunoResearch,
711-165-152

Jackson ImmunoResearch,
115-166-062

Jackson ImmunoResearch,
016-220-084

Jackson ImmunoResearch,
016-160-084

Jackson ImmunoResearch,
016-170-084

Amersham, na934
Amersham, na931

Santa Cruz Biotechnology,

Sc-2020

Concentracion

uso

1:500

1:200

1:2000

1:2000

1:100

1:100

1:100

1:50000

1:50000
1:10000
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Tabla 3. Cebadores.

Cebadores

Gen
Acvrl
Acvr2a
Acvr2b
Axin2
Bmp4
Bmp6
Bmprila
Bmprlb
Bmpr2
ld1
Lef1
Lef1P
Nes
Sdha
Tub8lil

Secuencia 5’ > 3’
F-CTCCGGTCTTCCTTTCCTGGT; R-GCTGCCCCTCCATACTTCTCC
F-CCATGGCTAGAGGATTGGCAT; R-CCAAAGTCAGCAATGCAAGCT
F-AAGCAGTCGTGGCAGAGTGA; R-CCCCTTGAGGTAATCCGTGA
F-GCTATGTCTTTGCACCAGCCA; R-CTTGGCCATTGGCCTTCAC
F-CCTTTCCAGCAAGTTTGTTCAAG; R-TTGGCATAATAAAACGACCATCAG
F-TGGTGGAGTACGACAAGGAGTTC; R-AGAGTCTCTGTGCTGATGCTCCT
F-GAACAGGATGAAGCATTTATTCCAGT; R-CATCTGAATCTGTTTGGCAATAGTTC
F-GAACATTCTGGGGTTCATTGC; R-CTTGGCATCTAAGGTGGTGGA
F-GAGTGCCTTTGATGGAACATGAC; R-GCAAGAGCTTACCCAATCACTTGT
F-ACGGCGAGATCAGTGCCTT; R-CCTCCTGAAGGGCTGGAGTC
F-GATCCCACCCGTCACACATC; R-AGGTGGGGTGATCTGTCCAAC
F-GCGAAAGGGAAGGAAAGAAGC; R-GTTCAAGAAGGCTCCGTTTGC
F-AAGTTCCAGCTGGCTGTGGA; R-TCTTGAGGTGTGCCAGTTGCT
F-AGAGGACAACTGGAGATGGCATT; R-AACTTGAGGCTCTGTCCACCAA

F-GAGGCCTCCTCTCACAAGTATGTG; R-CCTTTGGCCCAGTTGTTGC
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Tabla 4. Ligandos empleados en cultivos celulares.

Ligandos
Nombre Referencia
AR, Acido Retinoico 302-79-4, Sigma-Aldrich
BMP2 120-02, PeproTech
BMPA4 120-05ET, PeproTech
BMP5 120-39, PeproTech
BMP6 120-06, PeproTech
BMP7 120-03, PeproTech
EGF 315-09, PeproTech
FGF-2 100-18B, PeproTech
FSK, Forskolina F6886, Sigma-Aldrich
WNT3A 3008-WN, R&DSystem
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4.1. Los ligandosy receptores de la familia de las BMPs se expresan en el

giro dentado del hipocampo.

Quisimos comenzar nuestro trabajo analizando los distintos ligandos vy

receptores que forman parte de la familia de las BMPs, asi como su expresién en el

hipocampo. Para ello empezamos realizando un estudio filogenético basado en la

secuencia proteica de los ligandos, utilizamos el programa informatico ‘Aliview’ para

generar un arbol filogenético que nos muestra las similitudes entre los ligandos. Asi

pues, empleamos las secuencias tanto de los péptidos maduros como de la forma no

madura (pro-proteina) de éstos, y pudimos observar que cuando generamos un arbol

con las secuencias de los péptidos maduros estos se agrupan de manera muy similar a

la subdivisién estructural basada en la afinidad de los ligandos por sus receptores (Figura

19, B).
A
Tipo 1 Tipo 2
BMP5 )
S Figura 19. Arboles
— i BMPR1B filogenéticos.
ACVR1 A - At
BMP6 @wPriA) | BMPR2 Arboles fllog.enetlc.os
_|:BMP8A ACVR2A mostrando las distancias
ACVR2B
BMPSB entrel cada una de las
proteinas BMPs, tanto en
_|: BMP2 | BrmpR1A su forma inmadura (pre-
0.5 BMP4 (BMPR1B) proteina) (A), como en su
forma madura (B). Los
B arboles filogenéticos
Tipo 1 Tipo 2 fueron generados
utilizando el programa
EltlFEn informatico de
BMP8B alineamiento ‘AliView’. En
— BMPR1B . L.
BMP6 ACVR1 la figura también se
(BMPR1A) | ovPR2 muestra la preferencia de
BMP7 ACVR2A | cada proteina BMP por el
ACVR2B H
BMP5 receptor d_e tipo 1y 1l
correspondiente.
————— BMP4 BMPR1A
(BMPR1B)
—— BMP2
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Figura 20. Patrones de expresion de los receptores tipo I y Il a lo largo del proceso de diferenciacion (Sdha).
(A) Resultado de la diferenciacion de las células hipocampales de rata (AH-NSPC) en medio control (N2) o
medio N2 suplementado con Acido Retinoico (RA, 1uM) y Forskolina (FSK, SuM) durante 4 dias in vitro
(DIV). El porcentaje de neuronas (N), astrocitos (A) y oligodendrocitos (O) fue analizado por
inmunocitoquimica frente a los marcadores para Blil-tubulina (Tujl), Proteina Acida Fibrilar de la Glia
(GFAP) y Proteina Basica de Mielina (MBP) respectivamente. Los datos corresponden a la mediatsem de
n=3, el analisis estadistico corresponde a una Ttest de dos colas: ***P<0,001. (B) Inmunofluorescencia
mostrando células positivas para Tujl, GFAP y MBP tras suplementar el medio con Acido Retinoico (RA,
1uM) y Forskolina (FSK, 5uM) durante 4 dias in vitro (DIV). (C-I) Patrones de expresion relativa (RE) durante
el proceso de diferenciacién para Tubb3 (C), Nes (D), Bmprla (E), Bmprlb (F), Acvrl (G), Bmpr2 (H), Acvr2a
(1) y Acvr2b (J). Se utilizd Sdha como gen “housekeeping” y todos los datos fueron referidos a su
correspondiente muestra en proliferacion (FGF). Los datos corresponden a la mediatsem de n=3
experimentos independientes analizados por el método 222 (ANOVA de una via: *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001). Barra de escala en B, 25 um.
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Sin embargo, al generar un arbol en funcién de las secuencias de los pro-

péptidos la subdivision que se genera es completamente diferente a la anterior (Figura

19, A), aunque la agrupacion de los ligandos BMP2 y BMP4 se conserva.

El siguiente paso de nuestro estudio fue el de caracterizar el patron de expresién

gue tienen estos ligandos y receptores en el proceso de diferenciacion in vitro de las

células madre y progenitores hipocampales de adulto (AH-NSPCs). Para ello tratamos de

AH-NSPCs aisladas de rata (Palmer TD. et al., 1997) con acido retinoico (RA) y forskolina
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Figura 21. Patrones de
expresion de los receptores
tipo I y Il a lo largo del
proceso de diferenciacion
(R18S). (A-H) Patrones de
expresiéon  relativa  (RE)
durante el proceso de
diferenciacién para Tubb3
(A), Nestina (B), Bmprla (C),
Bmprib (D), Acvrl (E),
Bmpr2 (F), Acvr2a (G) y
Acvr2b (H). Se utilizé R18S
como gen “housekeeping” y
todos los datos fueron
referidos a su
correspondiente  muestra
en proliferacion (FGF). Los
datos corresponden a la
mediatsem de n=3
experimentos

independientes analizados
por el método 248
(ANOVA de una Vvia:
*P<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).
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(FSK), un tratamiento bien establecido que favorece la entrada en el proceso de

diferenciacién neuronal, durante 14 dias in vitro (DIV) (Hsieh J. et al., 2004).

En primer lugar, empleando marcadores especificos de neurona (marcador Tuj1,
epitopo de la proteina del citoesqueleto BllI-tubulina), oligodendrocito (marcador MBP,
Proteina Basica de Mielina) y astrocito (marcador GFAP, Proteina Acida Fibrilar de la
Glia), comprobamos por inmunocitoquimica que conseguiamos aumentar el nimero de
neuronas con el tratamiento con RA+FSK (Figura 20 A y B). Tras la extraccion de RNA a
distintos tiempos y generacion del correspondiente cDNA, realizamos PCRs cuantitativas
para analizar la expresion de los diferentes ligandos y receptores de la via de las BMPs
utilizando como gen de referencia o “housekeeping” el gen Sdha (Figura 20 C-l) v,
posteriormente, R18S para corroborar los resultados (Figura 21 A-H). El incremento en
la expresion de Blll-tubulina (Tubb3), marcador del citoesqueleto neuronal, y la pérdida
de la expresion de Nestina (Nes), marcador de filamentos intermedios caracteristico de
células madre y progenitores neurales inmaduros, nos confirma que hemos inducido
correctamente el proceso de diferenciacion neuronal en las AH-NSPCs (Figura 20 C, D).
Nuestros resultados para los receptores de tipo | muestran un descenso en la expresion
del receptor Bmprla conforme aumenta la diferenciacidén neuronal inducida in vitro por
RA+FSK, asi como un aumento de la expresion de los receptores Acvrly Bmprlb (Figura
20 E, F, G). Por otro lado, en el caso de los receptores de tipo Il, la expresion de Bmpr2
se mantiene constante a lo largo del proceso, mientras que la expresién de Acvr2a y
Acvr2b disminuye (Figura 20 H, |, J). Asi pues, todos estos resultados sugieren que los
receptores Bmprla, Bmpr2, Acvr2a y Acvr2b tienen un papel temprano en el proceso de

diferenciacién neuronal, mientras que Bmprlb, Acvrl y Bmpr2 tienen un papel tardio.

4.2. Losligandos BMP2 y BMP4 son pro-neurogénicos en AH-NSPCs in
vitro.

Para continuar con nuestro estudio, y puesto que en el apartado anterior
observamos que las células AH-NSPCs expresan una combinacién de receptores de la via
de las BMPs durante el proceso de diferenciacion neuronal, quisimos comprobar el
efecto en diferenciacién de varios ligandos de esta familia en las células hipocampales.
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Figura  22. Efecto  pro-
neurogénico de las proteinas
BMPs. BMP2, BMP4 y
caBMPR1A aumentan la
neurogénesis en AH-NSPCs. (A)
Porcentaje de células positivas
para Blll-tubulina (Tujl) frente
al total de células (DAPI) en
presencia de concentraciones
crecientes de BMP2, BMP4 o
BMP7. Los datos corresponden
a la mediatsem de n=3. (B)
Panel de inmunofluorescencia
mostrando ejemplos de las
condiciones en A, se muestran
los niveles de células positivas
para Tull (Rojo) y el niumero
total de células marcadas con
DAPI (Azul). (C) Porcentaje de
células Tull positivas del total
diferenciadas de células
hipocampales (AH-NSPCs) tras
la infeccidn con un vector
retroviral que sobreexpresa la
forma constitutivamente activa
del receptor BMPR1A
(caBMPR1A) o con un vector
vacio como control. (D)
Western-blot mostrando los
niveles de proteina Plll-
Tubulina (Tul1) y Doblecortina
(DCX) de las AH-NSPCs tras la
estimulacion con 25 ng/ml de
BMP2 o BMP4 durante 1 o 4
DIV. Los resultados muestran
un incremento  progresivo
tanto de TulJ1 como de DCX con
ambos ligandos, sugiriendo asi
que las proteinas BMP2 y BMP4
aumentan los niveles de
maduracion in vitro. Barra de
escala en B, 100um. *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001 ANOVA.

Con este fin, disefilamos unos experimentos en los que cultivamos durante 4 DIV las

células en ausencia de mitdégeno, pero en presencia de concentraciones crecientes de
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los siguientes ligandos: por un lado, las proteinas recombinantes BMP2 y BMP4,
pertenecientes a la subfamilia ‘Dpp-like’ de las BMPs y con mayor afinidad por el receptor
de tipo | BMPR1A; y, por otro lado, la proteina recombinante BMP7, perteneciente a la
familia ‘60A-like’ y con afinidad preferente por los receptores de tipo | BMPR1B y ACVR1.
Tras 4 DIV fijamos las células y medimos la diferenciacién neuronal por
inmunocitoquimica frente al marcador TuJl. Los resultados observados para este
experimento muestran cdmo tanto la proteina BMP2 como BMP4 aumentan el nimero
de células positivas para Tull, y este efecto es dependiente de la concentracion de los
ligandos (Figura 22 A, B). Sin embargo, no observamos ningun efecto con el ligando
BMP7 (Figura 22 A, B). De la misma manera, observamos un aumento en las proteinas
Blll-tubulina y doblecortina (DCX) por Western blot (Figura 22 D). Todos estos
experimentos apoyan la idea de que es la sefializacion a través del receptor de tipo |

BMPR1A (inducida por sus ligandos preferentes, como BMP2 o BMP4) la encargada de

I i m N2
10+ : * = BMP2
5 8 B BMP4
&) Figura 23. Linajes neurales
% 6 * inducidos por un estimulo de
3 4 x BMP2/4 en AH-NSPCs.
@ * (A) Porcentaje de Neuronas
X 27 (células positivas para Blll-
0 - i tubulina), Astrocitos (células
positivas para GFAP) y
lll A (') Oligodendrocitos (células
positivas para  MBP) (N,
B Neuronas; A, Astrocitos; O,

Oligodendrocitos) en ausencia
(Control, N2) o presencia de 25
ng/ml de BMP2 o BMP4. (B)
Representacion grafica de la
inmunocitoquimica. El andlisis de
los linajes muestra un aumento
del nimero de neuronas y un
descenso de la cantidad de
oligodendrocitos en presencia de
las proteinas BMPs. Barra de
escala en B, 100um. (ANOVA de
una via: *P<0,05; **P<0,01;
***p<0,001; ****P<0,0001).
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Figura 24. BMP2 y BMP4 inducen la diferenciacién al linaje neuronal de las AH-NSPCs en las etapas
iniciales del proceso de diferenciacion.

(A) Esquema temporal del experimento disefiado. Estimulamos AH-NSPCs durante 1 DIV o 4 DIV con 10
ng/ml de BMP2 o BMP4. Fijamos las células a los 4 DIV y medidos el grado de diferenciacién neuronal
mediante una inmunocitoquimica frente a la proteina del citoesqueleto BllI-Tubulina (Tujl). (B, C)
Porcentaje de células Tujl positivas tras estimular durante 1 DIV o 4 DIV con BMP2 (B) o BMP4 (C). Los
datos corresponden a la mediatsem de n=3 experimentos independientes. (D) Imagenes de
inmunofluorescencia mostrando los niveles de células Tujl positivas (Rojo) y las células totales marcadas
con DAPI (Azul) a 1 DIV y a tiempo final del experimento, 4 DIV. Barra de escala en D, 100um. *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001 Ttest de dos colas.

inducir la adquisicion del linaje neuronal, al menos, in vitro. Para apoyar estos datos, se
transdujeron células AH-NSPCs con un vector retroviral que sobreexpresa la forma
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constitutivamente activa (ca) del receptor BMPR1A y se observo que dicho tratamiento
simula el mismo efecto pro-neurogénico generado por los ligandos BMP2 y BMP4
(Figura 4, C). Ademads, encontramos una reduccién del nimero de oligodendrocitos en
aquellos cultivos que habian sido tratados con BMP2 y BMP4 (Figura 22 A, B), sin
embargo, no observamos ninglin cambio en el nimero de astrocitos generados (Figura
22 A, B). Esto sugiere que las proteinas BMPs (BMP2/4) inducen el proceso de

neurogénesis a la vez que inhiben la oligodendrogénesis, sin afectar la astrogliogénesis.

Teniendo en cuenta que el receptor de tipo | BMPR1A se expresa en un estado
indiferenciado de las células hipocampales, y que su expresion disminuye conforme la
célula entra en el proceso de diferenciacién neuronal (Figura 20 E), quisimos comprobar
la idea de si BMP2 y BMP4 actuan en una etapa muy temprana del proceso,
especificando el linaje neuronal. Con este fin, disefiamos un experimento en el que
pusimos a las células hipocampales AH-NSPCs en presencia de las proteinas BMP2 y
BMP4 durante solo 1 DIV y, posteriormente, las seguimos cultivando hasta un total de 4
DIV en ausencia de dichos ligandos (Figura 24 A). Los resultados obtenidos muestran
como aquellas células que han sido expuesta a BMP2/4 durante solo 1 DIV alcanzan los
mismos niveles de diferenciacidon que aquellas que han sido expuestas a los ligandos
constantemente, durante 4 DIV (Figura 24 B-D). Este experimento muestra como una
breve exposicion a los ligandos de las BMPs (BMP2/4) en las etapas iniciales del proceso

de diferenciacion es suficiente para inducir la adquisicidn del linaje neuronal.

4.3. BMP2y BMP4 inducen el proceso de neurogénesis a través de la
ruta candnica de las BMPs.

El siguiente paso en nuestro estudio fue el de intentar dilucidar qué via de
sefalizacion de las BMPs estd mediando esta respuesta en el proceso de diferenciacion,
pudiendo ser, por un lado, la via candnica de las BMPs, mediada por las proteinas
SMADs, o, por otro lado, la via no candnica. Con ese fin, cultivamos AH-NSPCs en
presencia de BMP2 o BMP4, y analizamos los niveles de SMAD1/5/8 fosforiladas (P-
SMAD1/5/8) tanto por inmunocitoquimica como por Western blot (Figura 25 A, B, C), al

igual que medimos por RT-PCR los niveles de expresion relativa del gen Id1 (Figura 25
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D), diana directa de las proteinas SMAD. Nuestros resultados muestran cémo tanto
BMP2 como BMP4 aumentan los niveles y la translocacién al nucleo de la forma
fosforilada de las proteinas SMAD1/5/8 de manera transitoria, este aumento
desaparece 24 horas después de la exposicién a los ligandos (Figura 25 A, B, C). De la
misma forma, observamos una sobre expresion de los niveles de /d1 tras la estimulacién
con BMP2 o BMP4 (Figura 25 D). Estos resultados apuntan a que las proteinas BMP2 y
BMP4 favorecen la diferenciacidn neuronal mediante la activacién transitoria de la via

candnica vy la fosforilacion de las proteinas SMAD1/5/8.

Para corroborar los resultados obtenidos decidimos disefar un bloque de
experimentos basados en el uso de inhibidores quimicos que afectan a diferentes

componentes de las vias de sefalizacién. Utilizamos Dorsomorphin Homolog 1 (DMH1)
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Figura 25. BMP2 y BMP4 inducen el proceso de neurogénesis mediante la activacién de la via candnica
mediada por P-SMAD en las AH-NSPCs.

Inmunohistoquimica mostrando los niveles de la forma fosforilada de SMAD (P-SMAD1/5/8) tras
estimular AH-NSPCs durante 6 horas con 25ng/ml de BMP2 (A) o BMP4 (B). (C) Western blot frente a la
forma fosforilada de SMAD1/5/8 (P-SMAD1/5/8), utilizando SMAD1/5/8 total y B-actina como controles
de carga. (D) Patrdn de expresion relativa (RE) del gen Id1 tras estimular AH-NSPCs con 25 ng/ml de BMP2
0 BMP4 durante 6 0 24 horas. Barra escala en Ay B, 10um. *P<0,05; **P<0,01; Prueba T de dos colas.
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que bloquea especificamente la sefializacion a través de la ruta candnica de las proteinas

BMPs (Hao J. et al, 2010); LIM quinasa inhibitor (LIMKi), inhibidor especifico de la

quinasa LIMK, miembro de la cascada de sefializacion de la ruta no candnica de las BMPs

(Scott RW. et al, 2010); asi como SB203580, inhibidor especifico de la MAP quinasa p38,

otro miembro de la ruta no candnica de las proteinas BMPs (Cuenda A. et al., 1995). Los

resultados obtenidos muestran como al exponer las AH-NSPCs al inhibidor especifico de

la ruta candnica de las BMPs (DMH1) este impide que las células entren en el proceso

de diferenciacion dando lugar a un menor tanto por ciento de células positivas para el

marcador neuronal del citoesqueleto Tujl (9,13+3,4 frente a 2,64+1,01 en el caso de

BMP2y 26,89+6,9 frente a 2,49+0,69 en el caso de BMP4) (Figura 26 A).
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Figura 26. BMP2 y BMP4 inducen el
proceso de neurogénesis mediante la
activacion de la via candnica.
Porcentaje de células positivas para
Tubulina Bl (Tuj) cuando
diferenciamos AH-NSPCs durante 4
dias in vitro con 25 ng/ml de BMP2,
BMP4 o con un tratamiento de Acido
Retinoico y Forskolina (1uM/5uM) y
con la presencia de 10uM de DMH1
(dorsomorphin homolog 1) (A), 10uM
de LIMKi (inhibidor de LIMK) (B) 0 1uM
de P38 MAPKi (SB203580, inhibidor de
p38MAPK) (C). Puesto que los
inhibidores se resuspendieron en
DMSO como vehiculo, en todos los
casos se usO el mismo volumen de
DMSO como control. Los datos
corresponden a la mediatsem de n>3
experimentos independientes.
*P<0,05 por Ttest de dos colas.
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Sin embargo, no observa una bajada significativa en la diferenciacién neuronal de las
células cuando las exponemos a ninguno de los inhibidores especificos de la ruta no

candnica de las BMPs, LIMKi (Figura 26 B) o p38 MAPKi (Figura 26 C).

4.4. La sefnalizacion de BMP2 y BMP4 produce un efecto sinérgico con la
sefalizacion candnica de las proteinas WNT y ambas incrementan la

neurogénesis.

Previamente se habia descrito que la via candnica de las proteinas WNT
(mediada por B-catenina) regula el proceso de neurogénesis hipocampal adulta tanto in
vivo como in vitro (Lie DC. et al., 2005), y, concretamente, que WNT3 y WNT3A (dos
ligandos de la familia con alta homologia de secuencia de aminodacidos) mejoran el
proceso de diferenciacién neuronal. Los resultados obtenidos hasta este punto para las
proteinas BMP2 y BMP4 en este bloque de experimentos eran muy similares a los
obtenidos para la ruta de las WNT, por lo que quisimos comprobar si existia alguna

interaccidon o punto en comun entre ambas rutas de sefializacion.

Para ello, expusimos las AH-NSPCs a concentraciones crecientes de la proteina
recombinante WNT3A y confirmamos que ésta incrementa los niveles de diferenciacién
neuronal a los 4 DIV, y que ademas este efecto es dependiente de la concentracion a la
que apliguemos el ligando (Figura 27 A). De la misma forma que en los experimentos
anteriores, este efecto pro-neurogénico va acompafiado de una disminucién del nimero
de oligodendrocitos en el cultivo (Figura 27 C). Ademds, comprobamos que este efecto
es desencadenado por la ruta candnica de sefializacidn, ya que podemos observar la
fosforilacién del receptor de membrana LRP6 (Figura 27 D) y la sobreexpresién de los

genes Axin2 (Figura 27 E) y Lef1 (Figura 27 F), dianas de la via candnica de WNT.
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Figura 27. WNT3A induce el proceso de neurogénesis in vitro a través de la ruta candnica de las WNT.
(A) Porcentaje de células positivas para Tubulina Blll (Tujl) de aquellas diferenciadas en presencia de
concentraciones crecientes de WNT3A. Los datos corresponden a la mediatsem de n=3 (*p<0,05;
***p<0,001; ANOVA). (B) Imagenes ejemplo de la inmunocitoquimica mostrando los niveles de células
positivas para Tujl (Rojo) y DAPI (Azul) a 0, 50 y 100 ng/ml de WNT3A. (C) Porcentaje de neuronas (N,
células positivas para Tubulina Blll), astrocitos (A, células positivas para la Proteina Acida Fibrilar Glial,
GFAP) y oligodendrocitos (O, células positivas para la Proteina Basica de Mielina, MBP) en ausencia (N2)
y presencia de 100 ng/ml de WNT3A. (*p<0,05; **p<0,01; Ttest de dos colas). (D) Western blot mostrando
los niveles del receptor fosforilado P-LRP6 y B-actina como control. Patrones de expresion relativa para
los genes pertenecientes a la ruta de sefializacion de las WNT Axin2 (E) y Lef1 (F) tras la estimulacion con
100 ng/ml de WNT3A durante 6 y 24 horas. Sdha fue usado como gen “housekeeping” y la expresion fue
referida a su correspondiente muestra control (Oh). Los datos corresponden a la mediatsem de n<3
experimentos independientes analizados por el método de 2-AACt. *p<0,05; T-test de dos colas. Barra de
escala en B, 100pum.
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Figura 28. BMP2/4 requiere de
la sefalizacién por WNT3A y
produce un efecto sinérgico
con esta para aumentar la
neurogénesis de AH-NSPCs in
vitro.

(A) Porcentaje de células
positivas para Tubulina BlIl (Tuj1)
diferenciadas a partir de AH-
NSPCs durante 4 DIV en
presencia de BMP2 (25 ng/ml),
WNT3A (25 ng/ml) o wuna
combinacién de ambas. Los datos
corresponden a la mediatsem de
n>5 (ANOVA de dos Vvias:
**%p<0,001). (B) Porcentaje de
células positivas para Tubulina
BIIl (Tujl) diferenciadas a partir
de AH-NSPCs durante 4 DIV en
presencia de BMP4 (25 ng/ml),
WNT3A (25 ng/ml) o una
combinacién de ambas. Los datos
corresponden a la mediatsem de
n>6 (ANOVA de dos vias:
*p<0,05;  ***p<0,001).  (C)
Imagenes de la
inmunocitoquimica mostrando
los niveles de células Tujl
positivas (Rojo) y DAPI (Azul) en
las condiciones anteriores. (D)
Porcentaje de células positivas
para Tubulina BlIl diferenciadas a
partir de AH-NSPCs en presencia
de BMP2 (50 ng/ml), BMP4 (50
ng/ml) o WNT3A (50 ng/ml)y 0, 1
o 5uM XAV393, inhibidor de la
ruta candnica de WNT, o DMSO
como control. Los datos
corresponden a la mediatsem de
n=3 (T-test de dos colas: *p<0,05;
**p<0,01). Barra de escala en C,
100 pm.

Nuestro siguiente paso, una vez verificado el efecto pro-neurogénico de la

proteina recombinante WNT3A en AH-NSPCs, fue el de exponer las células a los ligandos

BMP2 o BMP4 y WNT3A individual y simultdneamente, a concentraciones reducidas,

con el fin de comprobar si existe alguna interaccién entre ambas rutas de sefializacion
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(Figura 28 A-C). Este experimento muestra un incremento significativo en la
diferenciacién neuronal cuando exponemos las células a dos ligandos; encontramos un
aumento de 19 veces cuando BMP2 y WNT3A estan presentes a la vez, frente a un
aumento de 5y 3,5 veces cuando tratamos solo con BMP2 o WNT3A respectivamente
(ANOVA de dos vias, Fi128=14.642, P<0,001), lo que demuestra una interaccién
significativa y sugiere un efecto sinérgico entre ambas vias (Figura 28 A, C). De la misma
manera encontramos un aumento significativo de 11 veces cuando tratamos con BMP4
y WNT3A simultaneamente, frente a un aumento de 4,5 y 3 veces cuando tratamos de
manera individual, respectivamente (ANOVA de dos vias, F130=5.851, P<0,05 (Figura 28
B, C).

4.5. El efecto pro-neurogénico generado por las proteinas BMP2/4
requiere de la sefializacion candnica de WNT y esta ligado a la
expresion de Lef1.

Dado que la senalizacion de WNT es indispensable para el correcto desarrollo del
hipocampo y para la neurogénesis en el adulto (Lie DC. et al., 2005), especulamos que,
no solo la senalizacion de BMP y WNT aumentan la neurogénesis cuando ambos ligandos
estan presentes al mismo tiempo en el cultivo, sino que la sefializacién a través de las
proteinas BMPs requiere de un nivel basal de seializacién a través de la ruta de las WNT
para dar lugar al efecto neurogénico. Para comprobar esta hipdtesis disefiamos un
experimento en el que diferenciamos AH-NSPCs en presencia tanto de BMP2/4 (50
ng/ml) como de XAV939, inhibidor de la ruta candnica de las proteinas WNT (Sousa-
Victor P. et al., 2014), para prevenir la sefializacién basal de WNT (Figura 28 D). El
bloqueo del efecto neurogénico generado por WNT3A (50 ng/ml) exdgena fue usado
como control para el tratamiento con el inhibidor XAV939 en este experimento. Los
resultados de este experimento muestran como la sefalizacion de WNT es necesaria
para el efecto pro-neurogénico de BMP2 y BMP4. En presencia de 1uM del inhibidor
XAV939, la diferenciacion neuronal generada por los ligandos BMP2 y BMP4 disminuye
significativamente (9,8+1,05 frente a 4,3+1,03 para BMP2 y BMP2+SAV939,
respectivamente, y 17,78+2,02 frente a 8,53%1,62 para BMP4 y BMP4+XAV939,
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respectivamente) (Figura 28 D). Esto mismo se observa a dosis mas altas (5uM) de

XAV939.

Esta descrito que los ligandos de la familia de las proteinas WNTs activan la
expresion de genes pro-neurogénicos a través de la union del factor de transcripcion de
células T/factor potenciador linfoide (TCF/LEF1) a sus sitios de unidn en las secuencias
promotores de dichos genes (Kuwabara T. et al., 2009). De la misma manera, esta
descrito que la expresién de TCF/LEF1 puede ser activada por la proteina BMP4 en
algunos tejidos (Kratochwil K. et al., 1996), por lo que nos planteamos la posibilidad de
que el efecto sinérgico descrito en las células entre las proteinas BMP2/4 y WNT3A
pudiese estar centrado en el factor de transcripcién LEF1. Asi pues, el siguiente bloque
de experimentos estad basado en explorar la idea de si las proteinas BMPs pueden
aumentar la expresion de Lef1 en AH-NSPCs. Nuestros primeros experimentos muestran
un aumento de Lefl a nivel de mRNA tras un tratamiento de 6h y 24h con el ligando
BMP4 (Figura 29 A). Ademas, este aumento en el nivel de expresion del gen se traduce
en un aumento y acumulacién a nivel de proteina, como podemos observar en el

Western blot frente a LEF1 (Figura 29 B).

Puesto que observamos un aumento en la expresidn de Lefl cuando tratamos
con la proteina BMP4, nuestro siguiente paso fue estudiar el promotor de Lef1 y buscar
posibles sitios de unidn de SMADs conservados para estas proteinas. Buscamos en bases
de datos el genoma de rata y localizamos, en el cromosoma 2, la secuencia de 5000
pares de bases que precede al coddn de inicio de la transduccién (ATG) del gen Lef1. Ya
que el promotor de Lefl en rata no esta descrito, realizamos un estudio de dicha
secuencia para encontrar posibles regiones promotoras utilizando las herramientas
informdticas proporcionadas por el software ‘Genomatrix Promoter Inspector’. Asi,
encontramos dos posibles regiones con el potencial de ser promotores: una primera
secuencia promotora tedrica sin caja TATA que va desde la posicidn -501 hasta la +100
(en relacion al coddn de inicio de la transduccion, ATG +1) con una longitud de 601 pares
de bases (P1) y una segunda secuencia de 684 pares de bases (P2) dentro del primer
intron del gel Lefl (Figura 29 C). Cabe destacar que la estructura del promotor del gen
Lef1 de rata que hemos encontrado en nuestro estudio se
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Figura 29. Lef1 es una diana directa de la sefializacién por BMP4 en AH-NSPCs.
(A) Patrén de expresion relativa (RE) para el gen Lef1 tras estimular con BMP4 (50 ng/ml) a diferentes
tiempos. Sdha se ha usado como gen “housekeeping” y los niveles de expresion han sido referidos a su
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respectiva muestra control, AH-NSPCs sin tratar. (B) Western blot de células AH-NSPCs tratadas con BMP4
a 6, 24, 32 y 48 horas, las muestras fueron separadas usando una electroforesis en gel desnaturalizante
SDS-PAGE vy se reveld usando un anticuerpo frente a LEF1 y B-Actina como control de carga. (C) Anélisis
de posibles zonas que actien como promotor para el gen Lef1 utilizando ‘Genomatrix Promoter Inspector
software’. La imagen muestra la secuencia de 5000 pares de bases (Naranja) “upstream” de la secuencia
codificante para Lefl (Negro) y las dos posibles regiones promotoras resultado del analisis (Amarillo). (D,
E) Secuencia de nucleétidos correspondiente a la regién de 5000 pares de bases “upstream” de la
secuencia codificante para lefl. Se encontraron dos sitios de unidon para las proteinas SMAD: el primero,
en la posicién -304/-294, corresponde a un ‘Elemento de unidn a proteinas SMAD’ (SBE) (GTCT-like), y el
segundo, posicionado en -263/-253, corresponde a un sitio de unién rico en GCs. Subrayado (morado) se
encuentran las secuencias de los cebadores empleados para amplificar el fragmento durante el ensayo de
ChlIP. (F) Inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP) para AH-NSPCs tratadas con BMP4 y utilizando un
anticuerpo anti-SMAD4 de conejo (rb, “rabbit”). Para la amplificacién por PCR se usaron los primer
correspondientes a los nucleétidos subrayados en D. Se usé como control una 1gG de conejo (IgG). (G)
Porcentaje de células positivas para Tubulina Blll (Tuj1l) de aquellas diferenciadas durante 4 DIV tras
infectar con un lentivirus que sobreexpresa LEF1-GFP o GFP como control. *p<0,05; **p<0,01 T-test de
dos colas.

asemeja a la estructura del gen LEF1 humano, un gen con varios promotores
caracterizado por tener una primera secuencia promotora 5’ que carece de caja TATA
(P1) y una segunda secuencia promotora (P2) localizada por debajo del exdn 1 (Pallas M.
et al., 2008; Ito K., 2013). En humano, el promotor P1 activa la expresion de la forma
completa (full length) de LEF1, por otro lado, el promotor P2 produce una forma
truncada de la proteina que carece del sitio de unién a B-catenina y cuya funcion es

inhibir la sefializacion de la via de las WNTs (Ito K., 2013).

De estas dos secuencias promotoras (P1, P2), seleccionamos la primera (P1),
realizamos nuevos andlisis y buscamos sitios de unién para factores de transcripcién
(TFBS). Encontramos un total de 154 sitios de unidn diferentes, de los cuales dos
correspondian a sitios de unién para la familia de proteinas SMAD. Estos sitios de union
estan localizados en la posicién -294/-304 (“5’- GTCT -3’ SBE” también conocidos como
“Elementos de unidn para SMAD4”) y -253/-263 (“motivo GCCG-like” también conocidos
como “elementos ricos en GCs de unién a SMAD1/5”) en relacién al coddén de inicio de
la transcripcién (+1 = ATG) y son reconocidos como posibles sitios de unién para dimeros
de proteinas SMAD (P-SMAD/SMAD4) (Figura 29 D, E). Seguidamente, intentamos
dilucidar si existia unién directa entre las proteinas SMAD y el promotor del gen Lef1,

para ello planteamos un experimento de Inmunoprecipitacién de Cromatina (ChlIP)
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utilizando un anticuerpo frente a SMAD4 seguida de una PCR con los primers especificos
para amplificar la regién con un sitio de unién para las proteinas SMADs en el promotor
P1del gen Lef1 de rata (Figura 29 D). Como se muestra en la figura 29 F, en los resultados
de la ChIP-PCR se puede observar la unién de la proteina SMAD4 a la region promotora
P1 de Lefl comprendida entre los nucledtidos -99 y -468 (inicio y final de nuestros

cebadores) cuando tratamos nuestras células con BMP4.

En conjunto, nuestros datos muestran que la proteina SMAD4 estd unida a la
region promotora P1 en presencia de BMP4, y que dicha regién consta de dos sitios de
unién para un dimero de proteinas SMAD (P-SMAD/SMAD4). Ademas, esta union
correlaciona con un incremento en la expresion a nivel de mRNA del gen Lef1 (Figura 29
A). Por ultimo, disefiamos un experimento para ver si al transducir las AH-NSPCs con
lentivirus que portan las construcciones necesarias para sobreexpresar el gen Lefl
fusionado a GFP somos capaces de observar un efecto positivo en la diferenciacion
neuronal. Como se puede observar en la Figura 29 G, la sobreexpresion del gen Lef1 es
suficiente para aumentar de manera significativa las células positivas para Blll-tubulina,

y, por tanto, para aumentar la neurogénesis en AH-NSPCs in vitro.
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En el siguiente bloque experimental quisimos estudiar qué papel juegan las
proteinas BMPs en el proceso de maduracién neuronal en el giro dentado hipocampal,
es decir, la funcién que desempeiian estas proteinas en las etapas tardias de
diferenciacién de las neuronas inmaduras una vez generadas y en su integracion en el

circuito preexistente.

5.1. Las proteinas BMPs participan en la maduracion neuronal in vitro.

El primer experimento que realizamos fue enfocado a discernir si existe o no un
papel de las proteinas BMP en el proceso de maduracidn neuronal in vitro. Para ello
utilizamos células AH-NSPC, las cultivamos durante 4 DIV, en presencia de Acido
Retinoico (RA) y Forskolina (FSK) para favorecer la produccidon de neuronas inmaduras,
y, tras este periodo, cultivamos las células en presencia de las distintas BMPs durante 3
DIV adicionales (Figura 30). Tras los 7 DIV del experimento fijamos las células con
Paraformaldehido (PFA) 2% vy realizamos la inmunocitoquimica frente a Blll-Tubulina
(Tujl). El analisis posterior se centré exclusivamente en aquellas células que se habian
diferenciado a neurona (células Tujl+), realizandose un estudio de las caracteristicas

morfoldgicas de las mismas mediante analisis de Sholl (Sholl DA., 1953).

—~ . /

a A. RETINOICO + FORSKOLINA BMP “Fijacién

1 2 3 5 6
4

DIV DIV

Figura 30. Esquema experimento de maduracién neuronal.

Esquema representativo del desarrollo de un experimento de maduracién neuronal. Las AH-NSPCs son
cultivadas durante 4 DIV en presencia de acido retinoico y forskolina para favorecer la produccion de
neuronas inmaduras. Tras este periodo, las células son cultivadas durante 3 DIV adicionales en presencia
de las distintas BMPs con el fin de valorar su papel en la maduracién neuronal.
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Este andlisis se basa en superponer una serie de circulos concéntricos sobre la neurona
centrados en el soma de ésta, y cuantificar cuantas veces cortan las neuritas con cada
una de estos circulos (Ver Figura 12 de Materiales y Métodos). De esta forma una
neurona con mas arborizacion, mas madura, tendra mas cortes que una neurona menos

arborizada, menos madura.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con BMP2, BMP4 y BMP6
tiene un efecto positivo y bastante notable en la maduracién neuronal (Figura 31 A, B,
D), mientras que el tratamiento con BMP7, tiene un efecto positivo, pero menos
acusado (Figura 31 E). Sin embargo, no observamos ningun efecto significativo con la
proteina BMP5, aunque se observa una tendencia hacia una menor complejidad en la
region mas préxima al soma (Figura 31 C). Con esto pudimos concluir que BMP2, BMP4,
BMP6 y, en menor medida, BMP7 desempefan un papel en el proceso de maduracion

neuronal, favoreciéndola, al menos, in vitro.

5.2. Efecto madurativo de las proteinas BMPs.

Seguidamente nos propusimos dilucidar qué efecto concreto tienen las BMPs y
establecer si el aumento en la maduracidén neuronal se debia a un incremento en el
numero o en la longitud de las neuritas primarias y/o secundarias, y si correlacionaba
con un aumento del tamafio del soma. Para ello realizamos diferentes analisis

morfoldgicos individuales para cada BMP, complementarios al analisis de Sholl.

Como se observa en la figura 32 (A, C, E), el efecto generado por la BMP2, BMP4
y BMP6 parece estar relacionado con la longitud de las neuritas tanto primarias como
secundarias. Ademas, la BMP4 y BMP6 presentan un efecto positivo tanto en el
perimetro como en el area del soma celular. La proteina BMP7 por otro lado, tiene un
efecto, aunque mas reducido, en la longitud de las neuritas primarias, pero no en las
secundarias. Por ultimo, BMP5 tiene un efecto negativo sobre el nimero de neuritas

primarias.

133



Figura 32. Andlisis
morfoloégico del numero

g 8 10 y la longitud de las
3 00 - Hokk E 8 : neuritas.

g 300 . ° * < ) Andlisis morfoldgicos de
03200 1 - *g las neuronas generadas
B ¥ ol 24 en el experimento de
g 100 % i i & i i 22 maduracién con BMP2,
® 0 § 0 BMP4, BMP5, BMP6 y
S NN BMP7. Los andlisis

> Vo B O AN
LR LULL LR
S N N N N N

realizados fueron:
longitud de las neuritas
primarias (A) y
secundarias (C), nimero
. de neuritas primarias (B)
oo - y  secundarias (D),
0o agm perimetro (E) y area (F)
E del soma. Todos los
analisis fueron
——T T realizados con el
L LLL programa  informatico
s & S S & Fiji (Imagel). Los
resultados
150 *ox 500 N ** corresponden a la
o E mediatSEM de n=3

A
A
. experimentos (n215
T T T T T T

A
A
§ . : b
@ 200 o % 00 A neuronas). El analisis
o ’ . .

£ 100 ﬁi ﬁ estadistico equivale a
0 una Ttest frente a su

T T T T T T

S N o H O AN > oV o> P o N
< N < ¥ control. *p<0,05;

correspondiente
**p<0,01; ***p<0,001.

* %k

400 10

300
200 : )
1004 ﬁi . i -
| & 12 i
T T T

T

Numero Neuritas Secundarias
o N e (o] (o)

Long. Neuritas Secundarias (um)

L
> Vo> PPN
CLLLE
S S S S S S

* %

100

Perimetro Soma (um)

5.3. BMP6 tiene un efecto negativo a concentraciones altas.

Aunque inicialmente analizamos el efecto de varias de las proteinas BMPs
(BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7) que se expresan de manera natural en el cerebro,
para el resto del estudio nos centramos en dos de ellas, BMP4 y, sobre todo, BMP6. Esto
se debe a varias razones, la primera de ellas es que son las proteinas de la familia de las
BMPs que muestran mas efecto madurativo en nuestros experimentos (Figura 31y 32).
Pero, ademas, resultados previos del laboratorio muestran un incremento aberrante de

la proteina BMP6 con la edad en el giro dentado de ratones SAMP8 (modelo murino de
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envejecimiento acelerado) (Diaz-Moreno M. et al., 2018). De la misma forma, se ha
descrito un aumento de BMP6 en el hipocampo de pacientes de Alzheimer (Crews L. et

al., 2010). Todos estos indicios apuntan a un papel clave de la proteina BMP6.

Asi pues, decidimos comprobar el efecto que tiene la proteina BMP6 a
concentraciones elevadas sobre la maduracién neuronal, ya que en los ensayos previos
se habia trabajado a concentraciones cercanas. Se disend un experimento similar a los
anteriores (Figura 31), pero en este caso con concentraciones crecientes de la proteina

BMP6.

Los resultados obtenidos en este experimento indican que la proteina BMP6

presenta un efecto positivo en el proceso de maduracién neuronal a concentraciones
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Figura 33. Maduracién neuronal con concentraciones crecientes de BMP6.

Experimento de maduracién disefiado para concentraciones crecientes de BMP6 (0, 50, 100, 200, 500,
1000ng/ml). Andlisis de Sholl tras realizar la inmunofluorescencia frente a Tuj1 (A, B). (C) Representacion
grafica del efecto de la proteina BMP6 en las neuronas. Los resultados corresponden a la media+SEM de
n=3 experimentos (n=>15 neuronas). El analisis estadistico corresponde a una Ttest individual frente a su
correspondiente muestra Control. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Barra de escala en C, 50 um.
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moderadas (50ng/ml p=0,00031; 100ng/ml p=0,00018; 200ng/ml p=0,00002), pero a
concentraciones mas altas, observamos el efecto contrario, una caida importante de la
maduracion que llega a ser significativa para el tratamiento con 1000 ng/ml de proteina
(Figura 33 B). Todos estos datos apuntan a que las proteinas BMPs, en concreto BMP6,
juegan un papel importante en el proceso de maduracién neuronal hipocampal, y que
una regulacion adecuada de sus niveles es primordial para mantener la integridad de las

neuronas del hipocampo.

5.4. Ensayos de inhibicion mediante siRNA de los receptores de BMP de
tipo I y Il que desencadenan la respuesta madurativa.

El siguiente punto en nuestro estudio fue averiguar qué receptores de la familia
de las BMPs estan mediando el efecto observado en maduracién neuronal. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en el apartado 4.1 del capitulo de resultados, en el que
analizamos los patrones de expresion de los ligandos y receptores de las BMPs durante
la diferenciacion neuronal (Figura 19), teniamos varios posibles candidatos a formar
parte del complejo de receptores que desencadenaria la cascada de sefalizacién que a
su vez daria lugar al efecto madurativo observado: ACVR1 (ALK2) y BMPR1B (ALK6) como

receptores de tipo |, y BMPR2 como receptor de tipo .

Para determinar la implicaciéon de estos receptores en la maduracién neuronal, se
nucleofectaron las AH-NSPCs con RNAs pequeios de interferencia (siRNAs, del inglés
Small interfering RNAs) disefiados para silenciar los diversos receptores de manera
independiente o con un RNA de interferencia Scrambled (SC) como control. Una vez
nucleofectadas las células se sembraron y crecieron durante 4 DIV con RAy FSK vy,
seguidamente, 3 DIV en presencia de BMP6. En primer lugar, se interfirié la expresion
del receptor BMPR2. La reduccidn de los niveles de BMPR2 se validé mediante Western
blot en extractos proteicos recogidos a dia 4 tras la nucleofeccidn justo antes de la
adicion del ligando. A tiempo final (7 DIV) se realizé la inmunocitoquimica para Tujl y
los pertinentes andlisis morfolégicos (andlisis de Sholl) para valorar la maduracién

neuronal (Figura 34).
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Figura 34. Inhibicion del receptor tipo Il BMPR2.

Las AH-NSPCs fueron nucleofectadas con un RNA de interferencia Scrambled (SC) o siBMPR2. La figura
muestra el resultado del anélisis de Sholl tras la inmunocitoquimica frente a Tuj1 realizada a término del
experimento (A, B). (C) Western Blot frente al receptor BMPR2 y b-Actina como control tras la
nucleofeccién de ambos siRNAs. (D) Ejemplo ilustrativo de una neurona nucleofectada con el siRNA
Scramble y siRNA BMPR2 tras tratamiento con BMP6. Los resultados corresponden a la mediazSEM de
n=3 experimentos (n>10 neuronas). El analisis estadistico corresponde a una Ttest individual frente a su
correspondiente muestra Scrambled. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Los resultados obtenidos indican que el receptor BMPR2 forma parte
indispensable del complejo de receptores implicado en la respuesta a las BMPs durante
el proceso de maduracién neuronal, ya que cuando reducimos los niveles de expresion

de éste se bloquea completamente el efecto en maduracién de BMP6 (Figura 34 B).

De la misma forma que para el receptor de tipo 2, realizamos una serie de
experimentos de nucleofeccion con siRNAs para reducir la expresion de los receptores
de tipo 1, ACVR1 (ALK2) y BMPR1B (ALK6) y asi determinar si forman parte del complejo
de receptores junto a BMPR2. En este caso, la reduccion de la expresion de las células
tratadas con siRNA frente al control tratado con SC se validé mediante RT-qPCR por no

disponer de anticuerpos para Western blot (Figura 35).
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Figura 35. Inhibicion de los receptores tipo |, ACVR1y BMPR1B.

Las AH-NSPCs fueron nucleofectadas con un RNA de interferencia Scramble (SC), siACVR1 o siBMPR1B. La
figura muestra el resultado del analisis de Sholl tras lainmunocitoquimica frente a Tuj1 realizada a término
del experimento (A, B, D, E). (C, F) RT-PCR cuantitativa mostrando los niveles de expresion de los
receptores Acvrl y Bmprlb respectivamente. (G) Representacion gréfica de una neurona nucleofectada
con el RNA de interferencia Scramble, siACVR1 y siBMPR1B respectivamente. Los resultados
corresponden a la mediatSEM de n=3 experimentos (n=15 neuronas). El andlisis estadistico corresponde
a una Ttest individual frente a su correspondiente muestra scramble. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Barra escala en G, 50 um.

Como se puede observar en la figura 35, el siRNA contra el receptor ACVR1

bloquea parcialmente el efecto de BMP6 en maduracién con respecto al siRNA
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Scrambled, aunque se trata de una disminucion relativamente leve (Figura 35 A, B, C).
Por otro lado, de manera inesperada observamos un efecto positivo en los niveles de
maduracién de aquellas células nucleofectadas con siBMPR1B, especialmente en la
complejidad del arbol en neuritas de < 50um desde el soma, incluso en ausencia del
ligando BMP6 (p=0,0068) (Figura 35 D, E, F). Este efecto podria ser debido a una
respuesta compensatoria de las células, aunque no se ha profundizado en ello en

nuestro estudio.

5.5. Ensayos de inhibicién quimica de los receptores de tipo | que
desencadenan la respuesta madurativa.

De forma paralela a los experimentos de interferencia de la expresidn de los
receptores, nos planteamos la inhibicién quimica de éstos utilizando inhibidores
especificos. Asi pues, se realizaron ensayos de maduracién neuronal similares a los
anteriores, pero afiadiendo un inhibidor quimico especifico para los receptores de tipo
| una hora antes de estimular con el ligando BMP6, con la finalidad de intentar dilucidar
qué receptores estan implicados. Este inhibidor, K02288 (Sigma-Aldrich, SML1307),
inhibe los diferentes receptores de tipo | en funcién de la concentracion, siendo 1,1 nM
la IC50 para el receptor ACVR1 (ALK2), 6,4 nM la IC50 del receptor BMPR1B (ALK6) y 34,4
nM la IC50 del receptor BMPR1A (ALK3).

Figura 36. Inhibicion quimica de los

8 - ——0nM receptores de tipo I.
0,28 nM Andlisis de Sholl realizado tras crecer AH-
6 1 11nM NSPC durante 4 DIV en presencia de Acido

Retinoico (RA) y Forskolina (FSK) y 3 DIV con
BMP6 previo tratamiento de 1 hora con el
inhibidor de receptores de tipo I, K02288, a
las siguientes concentraciones: 0,28nM,
1,1nM, 6,4nM, 34,4nM. Vehiculo
0 40 80 120 160 corresponde a un volumen equivalente de

Longitud (um) DMSO. Los resultados corresponden a la
mediatSEM de n=1 experimento (5
neuronas).

NuUmero de cortes
N
1
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Asi pues, nos planteamos un experimento piloto (n=1) para intentar inhibir cada
uno de estos receptores. Para ello trabajamos a las concentraciones IC50 de cada tipo
de receptor, asi como a una concentracion por debajo de la IC50 mds baja (0,28 nM),

con el objetivo de inhibir solo ACVR1 y no los demas receptores (Figura 36).

Con este ensayo observamos una inhibicion del efecto de BMP6 sobre la
complejidad neuronal a todas las dosis empleadas, sin que veamos un efecto mayor al
aumentar la concentraciéon del inhibidor K02288. Curiosamente, a la dosis de 6,4nM de
inhibidor (IC50 de BMPR1B) se observa un incremento en el nimero de cortes en la zona
proximal (neuritas de <50um desde el soma) de forma similar a lo que sucede en los
ensayos de silenciamiento con el siBMPR1B. Por tanto, la concentracién de 0,28nM es

suficiente para bloquear el efecto pro-madurativo de BMPS6, lo que apunta a un papel
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Figura 37. Ensayo madurativo inhibiendo el receptor tipo I, ACVR1.

Analisis de Sholl realizado tras crecer AHNSPC durante 4 DIV en presencia de Acido Retinoico (RA) y
Forskolina (FSK) y 3 DIV con BMP4 (B), BMP6 (C) y BMP7 (D) previo tratamiento de 1 hora con el inhibidor
de receptores tipo I, K02288, a una concentracién de 0,28nM. Vehiculo corresponde a un volumen
equivalente de DMSO. Los resultados corresponden a la mediatSEM de n>10 experimentos. El andlisis
estadistico corresponde a una Ttest individual frente a su correspondiente muestra vehiculo. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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preferente del receptor de tipo | ACVR1 (ALK2). Teniendo en cuenta esta informacién,
los siguientes experimentos se disefiaron usando 0,28nM del inhibidor K02288, es decir,
trabajando a una concentraciéon aproximadamente 4 veces por debajo de la IC50 de
ACVR1, 22 veces mas baja que la IC50 de BMPR1B o 123 veces inferior a la IC50 de
BMPR1A, por lo que la inhibicidn de estos dos ultimos receptores en el ensayo podria

considerarse despreciable.

Como se observa en la figura 37, el tratamiento con 0,28nM del inhibidor K02288
disminuye el efecto madurativo de BMP4, BMP6 o BMP7 seguido mediante el analisis

de Sholl.

5.6. Ensayos de activacion de los receptores de BMP de tipo | mediante
sobreexpresion con vectores virales.

Después de todos los experimentos de pérdida de funcidn anteriores, y tras
valorar los resultados obtenidos, decidimos cambiar de estrategia y disefiar
experimentos de ganancia de funcién para verificar el efecto de los receptores de BMP
de tipo | durante la maduracion neuronal. Dichos experimentos se basaron en la
sobreexpresion mediante construcciones viricas que portan las formas
constitutivamente activas (CA) de los receptores de tipo I, ACVR1 (ALK2) y BMPR1B
(ALK6). Estos receptores constitutivamente activos tienen una mutacion en su secuencia
que los hacen ser activos independientemente de la presencia de ligando (pcDNA3-
Acvr1h-CA Q207D #80871, pcDNA3-BMPR1B-CA ms Q203D #80883). El cambio de la
glutamina (residuo neutral) en posicion 207 por un 4cido aspartico (residuo cargado
negativamente) (Q207D) tiene un efecto funcional similar en la cascada de sefializacién
de las BMPs al generado por la fosforilacion natural de serina y treonina en el dominio

GS (Haupt J. et al., 2014).

En primer lugar, nos centramos en generar dichas construcciones virales
(apartado 3.1.10 y 3.1.11 de Materiales y Métodos). Decidimos generar retrovirus,
capaces de transducir solamente células en proliferacidn, asi como lentivirus, capaces

de transducir células tanto mitdticas como postmitoticas.
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Figura 38. Esquema ensayo retro y lentiviral.

Representacion de un experimento de maduracién neuronal con retro y lentivirus que portan las
construcciones constitutivamente activas de los receptores de tipo |, ACVR1 y BMPR1B. Las AH-NSPCs son
cultivadas durante 4 DIV en presencia de RA y FSK para favorecer la diferenciacién neuronal, y 3 dias en
presencia de las diferentes proteinas BMPs. Se procede a la infeccidn viral a dia 3, 24 horas antes de la
estimulacidn con BMP.

El disefo experimental fue similar al de los experimentos de maduracién
mostrados anteriormente, pero con la salvedad de que infectamos las células a dia 3 con
los lentivirus o retrovirus que portan GFP, como control, o la forma constitutiva activa
de los receptores de tipo | ACVR1 (ALK2) o BMPR1B (ALK6). A término del experimento,
como en los casos anteriores, llevamos a cabo la inmunocitoquimica frente a la proteina
del citoesqueleto neuronal Blll-tubulina y, posteriormente, el analisis de Sholl

pertinente.

Los resultados que obtuvimos en este experimento muestran como la
sobreexpresién de una forma constitutiva activa tanto del receptor ACVR1 como del
receptor BMPR1B es suficiente para generar un efecto similar al que observamos con un
estimulo de BMP6 (Figura 39). Esto es debido a que los receptores constitutivamente
activos no necesitan de ligando para desencadenar su sefializacién y, por tanto, son
capaces de mediar la maduracidon neuronal en ausencia de ligando. Los resultados
indican también que para el caso de LV-ACVR1-CA, ademas de aumentar la maduracién

de forma similar al ligando, sus efectos se potencian en presencia del ligando.
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Figura 39. Sobreexpresion de las formas constitutivas activas de los receptores tipo I.

Crecimos AH-NSPCs siguiendo un protocolo de maduracién de 7 DIV, 4 DIV con Acido Retinoico y
Forskolina y 3 DIV adicionales con un estimulo de BMP6. Las células fueron infectadas con lentivirus que
portaban GFP o las construcciones constitutivas activas para ACVR1 o BMPR1B (A-C, G-1), o con retrovirus
que portaban las mismas construcciones (D-F, J-L). Posteriormente se realizé la inmunocitoquimica frente
a Blll-tubulina y un analisis morfolégico de las neuronas (Analisis de Sholl). Los resultados corresponden
a la mediazSEM de n=3 experimentos (n>15 neuronas). El analisis estadistico corresponde a una Ttest
individual frente a su correspondiente muestra control. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

143



En cambio, RV-ACVR1-CA aumenta la maduracién de forma similar al ligando, pero sus
efectos no se potencian en presencia del ligando. En este sentido, es posible que ACVR1
tenga un papel preferente en las células postmitéticas. Para el caso de BMPPR1B
observamos lo contrario: LV-BMPR1B-CA aumenta la maduracién de forma similar al
ligando, y sus efectos no se potencian en presencia del ligando, mientras que RV-
BMPR1b-CA aumenta la maduracion de forma similar al ligando, y sus efectos si que se
potencian en presencia del ligando, lo que sugiere un papel preponderante de BMPR1B

en células todavia en division.
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Figura 40. Analisis morfoldgico tras la sobreexpresion de las formas constitutivas activas de los receptores
tipo I.

Analisis morfoldgico de las neuras obtenidas al transducir con los lentivirus que portan las construcciones
constitutivas activas de los receptores ACVR1 y BMPR1B. En la figura se muestran: Nimero de puntos
finales (A), nUmero de neuritas primarias (B), nimero de neuritas secundarias (C), longitud dendritica
total (D), longitud de las neuritas primarias (E) y longitud de las neuritas secundarias (F). Los resultados
corresponden a la mediazSEM de n=3 experimentos (n>15 neuronas). El analisis estadistico equivale a
una Ttest frente a su correspondiente muestra control (LV-GFP). *p<0,05; **p<0,01.

144



En conclusidn, este experimento apunta a que ambos receptores de tipo | son
suficientes y pueden estar implicados en el proceso de diferenciacion neuronal
hipocampal adulta. Sin embargo, puede ocurrir que, cada receptor tenga una funcién
diferente y sefialice para un aspecto concreto de la maduracidon neuronal. Por ello, para
intentar distinguir el efecto de cada uno de los receptores, se realizdé un analisis mas
exhaustivo de las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas obtenidas al infectar las
células con los lentivirus que portan las construcciones constitutivamente activas (Figura

40).

Podemos observar un efecto positivo y significativo de ambos receptores tanto
en el numero como en la longitud de las dendritas (Figura 40). Sin embargo, la forma
constitutivamente activa del receptor BMPR1B parece tener un efecto mayor sobre el
numero de dendritas tanto primarias como secundarias que la forma constitutivamente
activa del receptor ACVR1A (Figura 40 A-C). Por otro lado, ambos receptores parecen
influir sobre la longitud dendritica de la misma manera (Figura 40 D-F). Estos datos
pueden sugerir una funcidn preferente del receptor BMPR1B sobre el nimero de

dendritas.

5.7. Senalizacion celular durante la maduracion neuronal in vitro
mediada por la ruta no candnica de las BMPs.

Tras haber verificado la participacion de los receptores en el proceso de
maduraciéon neuronal in vitro, decidimos dilucidar qué via de sefalizacién estan
desencadenando la respuesta. Como se ha expuesto en la introduccion, las BMPs
pueden desencadenar dos tipos de rutas: la via candnica, mediada por las proteinas
SMAD, que ya demostramos que es la implicada en el proceso de especificacion del
destino neuronal (apartado 4.3 de los resultados), y, por otro lado, la via no candnica.
Existen estudios previos en los que se observa como las proteinas BMPs participan en
maduracion de las neuronas corticales a través de la ruta no candnica (Choe Y. et al.,
2013), sin embargo, son estudios que se centran en las etapas del desarrollo, y no en la

neurogénesis en los nichos adultos como es nuestro caso.
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Para esclarecer qué via se activa en nuestro modelo experimental, realizamos un
experimento de maduracion similar a los anteriores, crecimos AH-NSPCs en presencia
de Acido Retinoico y Forskolina durante 4 DIV, para favorecer la diferenciacién neuronal
de las células, y posteriormente, estimulamos con BMP6 durante 3 DIV pero, en este
caso, tratamos las células con dos tipos de inhibidores durante 1 hora previo al estimulo
de BMP6: DMH1, inhibidor de la ruta candnica (Hao J. et al., 2010), y LIMKi, inhibidor de
la LIM kinasa 1, uno de los principales componentes de la ruta no candnica de las BMPs

(Foletta VC. et al., 2003).
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Figura 41. Inhibicién quimica de las rutas de sefializacion de las BMPs.

Crecimos células AH-NSCs siguiendo un protocolo de maduracién de 7 DIV, 4 DIV con Acido Retinoico y
Forskolina y 3 DIV con un estimulo de BMP6. Previo al estimulo con BMP6 tratamos durante 1 hora con
los inhibidores de las diferentes rutas de sefializaciéon de las BMPs: 10uM DMH1, inhibidor de la ruta
candnica (A, C, D); 10uM LIMKi, inhibidor de la ruta no candnica (A, B, D). Posteriormente se realizo la
inmunocitoquimica anti TUJ1 y un andlisis morfoldgico de las neuronas (Andlisis de Sholl). La condicion
vehiculo corresponde a un volumen equivalente de DMSO. Los resultados corresponden a la mediatSEM
de n=3 experimentos (n>15 neuronas). El analisis estadistico corresponde a una Ttest individual frente a
su correspondiente muestra vehiculo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 42. Inhibicién quimica de intermediarios
de la ruta de sefializacién no candnica.

Crecimos células AH-NSPCs siguiendo un
protocolo de maduracién de 7 DIV, 4 DIV con
Acido Retinoico y Forskolina y 3 DIV con un
estimulo de BMP6. Previo al estimulo con BMP6
tratamos durante 1 hora con los distintos
inhibidores de los componentes de la ruta no
candnica de las BMPs: 1 uM SB203580 (inhibidor
de la p38 MAPK) (B), 1uM SP600135 (inhibidor de
JNK) (C), 1 pM PD98059 (inhibidor de MEK) (D), 1
MM Y27632  (inhibidor de Rock) (E).
Posteriormente se realizé la inmunocitoquimica
anti-TUJ1 y un analisis morfolégico de las
neuronas (Andalisis de Sholl). La condicién
vehiculo corresponde a un volumen equivalente
de DMSO. (F) Representacion grafica de las
neuronas obtenidas en el ensayo con los
diferentes inhibidores. Los resultados
corresponden a la mediatSEM de n=3
experimentos (n=15 neuronas). El analisis
estadistico corresponde a una Ttest individual
frente a su correspondiente muestra vehiculo.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 43, Analisis
morfoldgico tras la
inhibicion quimica de las
rutas de sefializacion.

Analisis morfolégico de las
neuronas obtenidas en los
experimentos de
maduracién en presencia
de los inhibidores de los
intermediarios de las
rutas de sefalizacién
candnica y no candnica.
Numero de las dendritas
primarias (A) %
secundarias (C), longitud
de dendritas primarias (B)
y secundarias (D), y area
(E) y perimetro (F) del
soma. La condicién
vehiculo corresponde a un
volumen equivalente de
DMSO. Los resultados
corresponden a la
mediatSEM de n>3
experimentos (n=15
neuronas). El analisis
estadistico corresponde a
una Ttest individual frente

a su correspondiente
muestra vehiculo.
*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

La evaluacién de la morfologia neuronal mediante el analisis de Sholl muestra un

escaso efecto del inhibidor DMH1 (Figura 41 A, C-D), sin embargo, si que podemos

observar una perdida significativa de la maduracién neuronal cuando tratamos las

células con el inhibidor LIMKi (Figura 41 A-B, D), sugiriendo que es la ruta no candnica

de las BMPs la principal implicada en el proceso de maduracién neuronal en nuestro

ensayo. Seguidamente tratamos de dilucidar si otros intermediarios concretos de la via

no candnica estdn implicados en el proceso de maduracion neuronal. Para ello,
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empleamos varios inhibidores quimicos especificos para cada uno de estas moléculas,

como son: p38 MAPKi, JNKi, MEKi o Rocki.

Los resultados que obtuvimos del andlisis de Sholl muestran como una inhibicién
tanto de JNK, MEK o Rock genera un descenso significativo de la complejidad neuronal
inducida por BMP6 (Figura 42 C, D, E), por lo que estas moléculas pueden estar
implicadas en el proceso de maduracidn. Sin embargo, cuando empleamos el inhibidor
de la p38 MAPK, aunque observamos un pequefo descenso de la maduracion, este no
es tan acusado (Figura 42 B). Por otro lado, el andlisis morfoldgico (Figura 43) muestra
un efecto mds acusado de LIMKi, JNKi (SP600135) y MEKi (PD98059) en el numero y
longitud de las neuritas secundarias en comparaciéon con el inhibidor de P38MAPK
(SB203580) o el inhibidor de ROCK (Y27632) (Figura 43 C, D). Este ultimo parece afectar
de forma mds importante a las neuritas primarias (Figura 43 B). Los cambios a nivel de
area y perimetro del soma no fueron significativos (Figura 43 E, F). Todos estos
resultados nos muestran que la ruta no candnica de las proteinas BMPs juega un papel
importante en el proceso de maduracidn neuronal adulta, posiblemente, a través de

LIMK junto con JNK, MEK y Rho/ROCK.

5.8. Funcidn de los receptores de BMPs tipo | en la neurogénesis
hipocampal in vivo.

En el bloque de experimentos anterior mostramos como los receptores de tipo |
ACVR1 y BMPR1B estan implicados en el proceso de maduracién neuronal in vitro, ya
gue la expresion de una forma constitutivamente activa de ambos genera un aumento

de maduracién neuronal.

Tras estos experimentos quisimos comprobar si los resultados obtenidos in vitro
se mantienen también en un contexto in vivo. Para ello disefnamos un experimento
basado en la electroporacion de un plasmido de nuestro interés en el hipocampo de
ratones a dia postnatal 0 (PO) (Hidenori l. et al., 2014). Las neuronas del giro dentado se
generan mayoritariamente de forma gradual entre los dias E15.5 y P14 del desarrollo,

con un pico de neurogénesis alrededor del dia posnatal P1 (Bond AM. et al., 2020). El
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objetivo fue electroporar los plasmidos (pCAG) que portan las construcciones
constitutivamente activas de los receptores de tipo | ACVR1 y BMPR1B seguidas de un
casette IRES-GFP en el hipocampo de ratones salvajes CD1 a PO, justo antes del pico
neurogénico, y evaluar la maduracién neuronal hipocampal 21 dias tras la
electroporacién. Este experimento fue realizado en colaboraciéon con la Dra. Carme
Cucarella del Servicio de Transgénesis del IBV, que fue la persona encargada de realizar
las inyecciones intracraneales. A los 21 dias post-electroporacion los animales fueron
sacrificados, procesamos y cortamos los cerebros, realizamos la inmunohistoquimica

frente a GFP y caracterizamos las neuronas GFP*.
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Figura 44. Electroporaciones in vivo de las formas constitutivamente activas de los receptores de tipo |
ACVR1y BMPR1B.

Electroporacién de los plasmidos pCAG (REF) que portan las construcciones constitutivas activas de los
receptores de tipo | en el hipocampo de ratones CD1 a tiempo PO: iresGFP (A, D), ACVR1CAiresGFP (B, D)
y BMPR1BiresGFP (C, D). Los animales se sacrificaron 21 dias post electroporacidn, se procesé el tejido y
se realizé la inmunohistoquimica antiGFP para, posteriormente, evaluar el grado de maduracion neuronal
mediante un analisis de Sholl in vivo (A-C). Los datos corresponden a la mediatsem de n24 animales. El
analisis estadistico corresponde a una Ttest individual frente a su correspondiente muestra control
iresGFP. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Sorprendentemente, los resultados obtenidos muestran un efecto en
maduracién neuronal opuesto al observado in vitro. En el analisis de Sholl (Figura 43)

observamos una pérdida importante de los niveles de complejidad morfolégica cuando
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Figura 45. Andlisis de las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas in vivo.

Medida de las caracteristicas morfoldgicas de aquellas neuronas obtenidas tras la electroporacion de los
pladsmidos pCAG ires GFP, pCAG ACVR1 ires GFP y pCAG BMPR1B ires GFP. (A) Medida del niumero total
de end points, (B) nimero de dendritas primarias, aquellas que nacen del soma neuronal, (C) longitud
dendritica total, (D) longitud dendritica aplical, longitud dendritica axonal, (F) porcentaje de aquellas
neuronas que adoptan una conformacién en forma de Y o V. (G) Representacion grafica de las diferentes
conformaciones en ‘Y’ y ‘V’ que pueden adoptar las neuronas in vivo. Todas las medidas se han realizado
con el programa informatico Fiji (imagel). Los datos corresponden a la mediatsem de n>4 animales. Los
andlisis estadisticos corresponden a una Ttest frente a su control (iresGFP). *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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expresamos en las neuronas del GD las formas constitutivamente activas tanto del

receptor ACVR1 como del receptor BMPR1B (Figura 43).

Realizamos también un andlisis mas exhaustivo de las caracteristicas
morfoldgicas de estas neuronas. In vivo, las neuronas granulares estan muy polarizadas
y es posible diferenciar claramente las dendritas del axén, asi como distinguir dos
morfotipos neuronales. Asi pues, medimos la longitud dendritica total, el nimero total
de puntos finales “End points”, el nUmero de dendritas primarias, la longitud de la
dendrita apical, la longitud del axén, la proporcién de neuronas que adoptan una
estructura o morfotipo en ‘V’' 0 ‘Y’, la migracién dentro de la capa granular y el numero
y tipo de espinas que presentan (ver Figura 18 de Materiales y Métodos para un

esquema).

i1

ML

-
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Figura 46. Andlisis de las caracteristicas morfoldgicas de las neuronas in vivo, migracién neuronal.
Andlisis de la migracidn de las neuronas de nueva generacion a lo ancho de la capa granular del giro
dentado en los ensayos de maduracidn in vivo. (A) Esquema representativo de la medida empleada para
calcular la migracion neuronal a lo largo de la capa granular del giro dentado. (B) Medida de la migracién
neuronal a lo largo de la capa granular del giro dentado para neuronas electroporadas con los plasmidos
ires GFP, ACVR1CA ires GFP y BMPR1bCA ires GFP respectivamente. (C) Representacion grafica de una
inmunohistoquimica frente a GFP utilizadas para el célculo de la migracién neuronal. Todas las medidas
se han realizado con el programa informatico Fiji (imagelJ). Los datos corresponden a la mediatsem de
n2>4 animales. Los andlisis estadisticos corresponden a una Ttest frente a su control (iresGFP). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Todos los resultados que hemos obtenido apuntan a una pérdida de la
maduraciéon neuronal o una desregulacién de los parametros morfoldgicos normales de
una neurona granular del GD. Tanto cuando sobreexpresamos ACVR1A-CA como
BMPR1B-CA, observamos una disminucién del nimero de puntos finales (Figura 45 A),
lo que indica una menor ramificacién del arbol dendritico. También observamos en
ambos casos una disminucidn de la longitud dendritica total (Figura 44 C). Curiosamente
se observa una desregulacién exclusiva del nimero de dendritas primarias que
presentan las neuronas al sobreexpresar el receptor BMPR1B-CA, que aumenta
significativamente (Figura 45 B). En ambos casos podemos observar una disminucion de
la conformacion en ‘Y’ y un aumento de la forma en ‘V’ (Figura 45 F, G) que llega a ser
significativo para el caso de la sobreexpresion de BMPR1B-CA, en concordancia con el
aumento en el nimero de neuritas primarias. De la misma forma, también se puede
observar una desregulacion de la migracion a lo largo de la capa granular. Las neuronas
gue han sido electroporadas con ACVR1A-CA migran mads y se posicionan mas cerca de
la capa molecular que el resto de condiciones (Figura 46 A-C). Por otro lado, se
analizaron las espinas dendriticas de las neuronas GFP*. Las espinas dendriticas son
pequefias protuberancias formadas en la superficie de la membrana dendritica capaces
de establecer contactos funciones con los axones de las neuronas vecinas. Se trata de
estructuras muy pldsticas capaces de variar su tamafo y forma en funcion de la actividad
neuronal (Pchitskaya E. y Bezprozvanny l.,, 2020). Se clasifican en cuatro tipos
fundamentales en funcion de las caracteristicas que presente su cabeza y cuello:
fungiformes (en inglés “mushroom”), en copa (en inglés “thin”), pequenas (en inglés
“stubby”) y filopoides (en inglés “filopoide”). Sin embargo, son las espinas fungiformes
las que forman parte de la memoria a largo plazo, ya que son capaces de formar una
conexion sinaptica mas fuerte y presentan una vida media mayor que el resto de tipos
(Bourne J. y Harris KM., 2007; Pchitskaya E. y Bezprozvanny l., 2020). Las neuronas
granulares del GD reciben inputs glutamatérgicos en las espinas dendriticas, por lo que
la aparicidn de estas estructuras refleja una transicion madurativa importante de estas
neuronas. En el cerebro adulto, las espinas de las nuevas neuronas comienzan a
aparecer a dia 16 tras el nacimiento de las neuronas, aumentando su nimero de forma

muy notable a dia 21-28, cuando se produce, ademas, un incremento en las espinas de
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Figura 47. Analisis de las espinas dendriticas in vivo.

Analisis morfoldgico de las espinas dendriticas de las neuronas obtenidas en los ensayos de maduracion
in vivo. (A) Numero de espinas dendriticas totales por cada 100 um. (B) NUmero de espinas fungiformes
por cada 100 um. (C) Imagenes representativas de segmentos dendriticos de las neuronas GFP* a P21. Se
muestran ejemplos de las espinas fungiformes (punta de flecha) halladas en los ensayos de maduracion
in vivo. Todas las medidas se han realizado con el programa informatico Fiji (imagel). Los datos
corresponden a la mediatsem de n>4 animales. Los analisis estadisticos corresponden a una Ttest frente
a su control (iresGFP).

tipo fungiforme (Zhao C. et al., 2006). Como se muestra en la figura 47, al electroporar
las construcciones constitutivamente activas de los receptores ACVR1A y BMPR1B
podemos observar una disminucion del nimero total de espinas (figura 47 A), asi como
una disminucidn del nimero de espinas fungiformes (rt x Dmayor x Dmenor/4 > 0,4um?)

gue presentan las dendritas (Figura 47 B-C).
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6.1.

El efecto de la proteina BMP6 durante el envejecimiento.

Tal y como se ha comentado en la introduccién, los niveles de BMP6 aumentan

en el hipocampo durante el envejecimiento. En concreto, en animales del modelo de

senescencia SAMP8 dicho aumento se detecta ya a 2 meses de edad y correlaciona con

una pérdida de la poblaciéon de células madre (Diaz-Moreno M. et al., 2018). Para

caracterizar mejor la funcion de BMP6, en el ultimo bloque experimental de la tesis

decidimos evaluar el efecto que tiene la proteina BMP6 sobre las células madre y

progenitores del hipocampo adulto (AH-NSPCs) in vitro.
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Figura 48. Caracterizacion de la linea primaria de
células AH-NSPC CD1.

Inmunocitoquimica frente a Nestina y Sox2 (A),
marcadores que identifican a las células madre
neurales, tanto para la linea primaria de células
de ratéon, AH-NSPC CD1, como para las células
AH-NSPC HC7, de rata empleadas a lo largo de la
tesis. (B) Inmunocitoquimica frente a los
marcadores de los tres linajes neurales: Tujl,
neurona; GFAP, astrocito; MBP, oligodendrocito.
Como se puede ver en la figura, las células AH-
NSPC CD1 crecidas con mitégenos son negativas
para los tres linajes, por lo que conseguimos
mantenerlas en un estado indiferenciado de
célula madre y progenitor.
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Para acercarnos lo mas posible al efecto in vivo, decidimos extraer células madre

y progenitores hipocampales de ratones wild type adultos Crl:CD1 de 2 meses de edad,
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Figura 49. BMP6 induce la salida de ciclo celular de AH-NSPCs de CD1.

Cultivamos AH-NSPCs provenientes de animales CD1 en presencia de 10 ng/ml de FGF2 y 10 ng/ml de EGF
y presencia o ausencia de 50 ng/ml de la proteina BMP6 hasta un total de 10 DIV. (A) Inmunocitoquimica
frente a la forma fosforilada de SMAD1/5/8 realizada sobre AH-NSPCs de CD1 tras 4 DIV de cultivo en
presencia o ausencia de BMP6 mostrando que dicha proteina induce la sefializacién de la via candnica y,
por tanto, la fosforilacion de SMAD1/5/8 en el nucleo. (B) Cinética de crecimiento de las células AH-NSPCs
de CD1 hasta un total de 10 DIV. Como se puede observar en la figura, la presencia de BMP6 induce la
salida del ciclo celular y, por tanto, la extincién del cultivo con los sucesivos pases celulares. (C)
Inmunocitoquimica frente a BrdU (células proliferativas) y GFAP (astrocitos) tras 4 DIV de cultivo en
presencia o ausencia de BMP6, y su respectivo contaje (D). Estos resultados muestran como la presencia
de BMP6 es suficiente para reducir el nimero de células positivas para BrdU a un 0% y aumentar el
numero de células positivas para GFAP. Barra escala en A, 10um. Barra escala en C, 25um. En B, *p<0,05,
***p<0,001 mediante ANOVA de una via.
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expandirlas en presencia de los mitégenos FGF2 y EGF, y disefiar una serie de
experimentos in vitro. Una vez establecida la linea de AH-NSPCs murinas, lo primero que
hicimos fue verificar la identidad de dichas células, para ello realizamos una
inmunofluorescencia frente a Nestina y Sox2, comprobando asi que estas células (AH-
NSPC CD1) expresan marcadores de célula madre y progenitores neurales (Figura 48 A),
aligual que la linea de AH-NSPCs de rata empleada en los capitulos anteriores de la tesis.

De la misma forma, comprobamos que estas células no estan diferenciadas, ya que son
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; (10ng/ml FGF2 y EGF) y en presencia o
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S) : procedimos a realizar la

inmunocitoquimica frente a Tunel
siguiendo las indicaciones del kit
comercial “In Situ Cell Death Detection
Kit” (Roche, 11684795910). Como se
puede observar en la figura no
observamos diferencias en las células
Tunel+ entre el control y aquellas células tratadas con BMP6 (mediatsem, n=4) (A). (B) Ejemplo de la
inmunocitoquimica frente a Tunel (Rojo), DAPI fue utilizado como marcador del nimero total de células
(Azul). (C) Ensayo para la deteccidn de B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal), utilizando células
C17.2 tratadas con H,0, como control positivo y ¢17.2 sin tratar como control negativo del experimento.
Como se puede observar, las células AH-NSPCs CD1 son negativas para SA-B-gal tanto en ausencia como
en presencia de BMP6. Barra escale en B, 25um. Barra escala en C, 100um.

Control BMP6
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negativas para los marcadores de los tres principales linajes neurales (Tujl, neurona

inmadura; GFAP, astrocito; MBP, oligodendrocito; Figura 48 B).

Asi pues, diseflamos unos experimentos para dilucidar el efecto de la proteina
BMP6 en estas células madre del hipocampo. Para ello, mantuvimos dichas células en
proliferacion con sus correspondientes mitdgenos (10 ng/ml EGF y 10 ng/ml FGF2) y en
presencia o ausencia de 50 ng/ml de BMP6. Como se puede observar en la Figura 49, la
presencia de BMP6 induce la activacidon de la ruta candnica de las BMPs mediada por las
proteinas SMAD, aumentando los niveles de la forma fosforilada de SMAD1/5/8 en el
nucleo de las AH-NSPCs (Figura 49 A), y promoviendo el que las células hipocampales
salgan de ciclo, perdiendo por completo su marcaje de BrdU (porcentaje de AH-NSPCs
BrdU*: 29,449,5 en el control frente a 0% en el tratamiento con BMP6) (Figura 49 C, D).
Por esta razon, si intentamos mantener un cultivo celular de AH-NSC CD1 este se agota
en presencia de BMP6, incluso en presencia de los correspondientes mitégenos (Figura

49 B).

Sin embargo, la presencia de BMP6 aumenta el porcentaje de células marcadas
con GFAP (porcentaje de AH-NSPCs GFAP*BrdU™: 0% en el control frente a 46,5+15,3%
en el tratamiento con BMP6), indicando que las células se diferencian al linaje astroglial
(Figura 49 C, D). Para comprobar que la extincién del cultivo de AH-NSPCs CD1 que
observamos en el experimento anterior se debe Unicamente a la salida de ciclo
consecuencia de la presencia de BMP6, decidimos realizar una serie de experimentos
para corroborar si esta proteina estd produciendo otro tipo de efecto como la apoptosis
(células TUNEL*) o la senescencia (células positivas para la actividad enzimatica B-
galactosidasa asociada a senescencia, SA-B -gal*). Los resultados obtenidos en ambos
casos muestran que la presencia de proteina BMP6 no tiene ningun efecto en la muerte
celular por apoptosis (AH-NSC CD1 positivas para Tunel: 1,5610,18% en el control frente
al 1,07+£0,16% en el tratamiento con BMP6) (Figura 50 A, B) ni induce la senescencia de
las células (células SA-B-gal*) (Figura 50 C). Como control positivo de la reaccién SA-B-
gal, se indujo la senescencia mediante estrés oxidativo en la linea de NSCs c17.2. Los
experimentos anteriores indican que la BMP6 promueve la astrogliogénesis de los

cultivos de AH-NSPCs murinas, limitando su expansién, de forma similar a lo que sucede
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Figura 51. La expresion de BMP6 esta reducida en AH-NSPCs de SAMPS.

Establecimos unos cultivos primarios de células madre y progenitores hipocampales de animales SAMR1
y SAMPS. (A) Inmunocitoquimica mostrando que dichos cultivos son positivos para Nestina (Verde) y Sox2
(Rojo Lejano), marcadores especificos para células madre neurales. PCR cuantitativa mostrando los
niveles de MRNA de AH-NSPCs de SAMPS8 frente a AH-NSPCs de SAMR1 para los genes de Nestina (B) y
Bmp6 (C). (D, E) Western-blot frente a la proteina BMP6, tanto en su forma inmadura como madura. Como
se puede observar, los niveles de expresién de BMP6 son menores en AH-NSC SAMP8 tanto a nivel de
mMRNA como a nivel de proteina. Todos los datos corresponden a la mediatsem, de n>3 experimentos
independientes. Barra escala en A, 25um. En Cy D, *p<0,05, ***p<0,001 resultado de una Ttest.

in vivo en el GD de los animales SAMPS8 a 2 meses de edad.

Para estudiar si el efecto producido por la BMP6 que hemos observado en
experimentos anteriores y que se observa también in vivo en SAMP8 puede ser de tipo

auténomo celular, es decir, producido por la BMP6 expresada por las propias AH-NSPCs,
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o si, por el contrario, es producido por la BMP6 proveniente del nicho, quisimos
establecer unos cultivos primarios de células provenientes del giro dentado de ratones

SAMP8 y SAMR1 de 2 meses de edad y realizar un estudio sobre ellas.

En primer lugar, caracterizamos cultivos para comprobar la identidad de las
células extraidas. Para ello realizamos una inmunocitoquimica frente a Nestina y Sox2,
marcadores de células madre neurales (Figura 51 A), verificando que las AH-NSPCs de

SAMR1 Y SAMPS los expresan.

Por otro lado, mediante RT-qPCR, pudimos observar que los niveles de mRNA
para Nestina son similares tanto en células madre hipocampales provenientes de
animales SAMR1 como SAMP8 (Figura 51 B), sin embargo, los niveles de mRNA BMP6
descienden de manera notable en los cultivos de SAMP8 (descenso de 0,29+0,26 con
respecto a su control SAMR1, Figura 51 C). De la misma forma, encontramos una
disminuciéon en los niveles de BMP6 en su forma de pro-proteina en los cultivos de
animales SAMP8 con respecto a los SAMR1 (0,70+0,13 veces frente a SAMR1, Figura 51
D, E). De este bloque de experimentos pudimos concluir que la expresion endégena de
BMP6 en las células AH-NSPCs de SAMP8, tanto a nivel de RNA mensajero como de
proteina, es muy pequefia y, ademas, que la expresion de BMP6 en su forma madura es
practicamente despreciable (Figura 51 E). Por tanto, no parece que la BMP6 pueda tener
un papel de tipo auténomo celular que explique el fenotipo de los animales SAMP8 a

nivel del nicho hipocampal.

Por otro lado, en nuestro estudio también pudimos observar que las AH-NSC
provenientes del hipocampo de ratones SAMP8 expanden de manera mas lenta (Figura
52 A) y tienen una menor tasa de incorporacién de BrdU (disminucién de 0,71+0,09
veces, Figura 52 B) comparadas con sus controles AH-NSC SAMR1. Sin embargo, no
somos capaces de observar diferencias significativas en el nimero de células positivas
para el marcador de ciclo celular Ki67 (Figura 52 C), ni en la apoptosis o la necrosis
medida mediante citometria de flujo con AnexinaV y yoduro de propidio (PI) (Figura 52

E).
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Figura 52. Las AH-NSPCs de
SAMPS8 tienen una tasa de
crecimiento inferior a las
SAMR1.

(A)  Cuantificacion  del
nimero de células
obtenidas tras sembrar y
cultivar durante 4 DIV
1500000 células tanto AH-
NSPCs de SAMR1 como
SAMP8, en medio de
crecimiento suplementado
con los correspondientes
mitégenos: 20 ng/ml FGF2 y
20 ng/ml EGF. Los datos

corresponden a la
mediatsem de n=9
experimentos. (B)

Porcentaje de  células
positivas para BrdU para
ambos cultivos con
presencia de mitégeno (10
ng/ml FGF2, 10ng/ml EGF)
(mediatsem, n24). (C)
Porcentaje de  células
positivas para Ki67 de AH-
NSC SAMP8 y SAMR1 en
presencia de  10ng/ml
FGF2/EGF (mediatsem,
n=3). (D) Ratio CldU/Ki67 en
cultivos de AH-NSC SAMP8 y
AH-NSC SAMR1 en
presencia de 10 ng/ml
FGF2/EGF (mediatsem,

n=3). (E) Porcentaje de células viable (AnnexinaV-PI-), necréticas (AnnexinV-Pl+), apoptdticas tempranas
(AnnexinV+PI-) y tardias (AnnexinV+Pl+) en cultivos de AH-NSC SAMP8 y SAMR1 crecidas en la presencia
de mitégenos (10 ng/ml FGF2/EGF) medidas por citometria de flujo (mediatsem, n=3). La estadistica
corresponde a una Ttest frente a su correspondiente control, *p<0,05; **p<0,01.

Finalmente, analizamos el porcentaje de células Ki67* (en ciclo) que incorporan el

analogo de timidina CldU en fase S como una medida que indica un posible alargamiento

del ciclo celular, o alternativamente, un acortamiento de la fase S. Las AH-NSPCs de

SAMP8 muestran una reduccidon de 0,79+0,04 veces en el porcentaje de células

CldU*/Ki67* respecto a las AH-NSPCs de SAMR1, que puede explicar la menor expansion

de los cultivos de los animales senescentes.
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A — - - Nogg Figura 53. La proliferacion de
AH-NSPCs SAMP8 y SAMR1

1 +Nogg 5 es afectada por Noggin.
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© Los datos estan expresados
B en fold relativo a la muestra
correspondiente a AH-NSPCs
SAMR1 sin tratar v
corresponden a la
mediatsem, de n=4
experimentos
independientes. (B) Imagenes
representativas de la
inmunocitoquimica frente a
BrdU (Verde). Se uso como
marcaje nuclear DAPI (Azul).
Bara de escalaenB, 25 um. La
estadistica corresponde a una
Ttest, ***p<0,001.

Células BrdU+ / DAPI, fold
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Para intentar descartar que si la diferencia en proliferacién encontrada entre los
cultivos de AH-NSC SAMP8 y SAMR1 se deba a las proteinas BMPs decidimos tratar
ambos cultivos con Noggin, un inhibidor especifico de esta via de sefalizaciéon que es
capaz de secuestras los ligandos (BMPs). Como se puede observar en la Figura 53, no
encontramos diferencias significativas entre tratar o no estos cultivos con Noggin (Figura

53 A, B).

Los experimentos anteriores indican que la menor tasa de proliferacion que
presentan las AH-NSPC de SAMP8 no estd ocasionada por un efecto auténomo celular,
relacionado con la propias BMPs expresadas por las células. Decidimos comprobar si el

tratamiento de las AH-NSPCs de SAMR1 y SAMP8 con BMP6 exdgena limita la expansion
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Figura 54. AH-NSC
SAMP8 y SAMR1
responden a un
estimulo de BMP6
de la misma manera.
Cultivamos AH-NSC
SAMP8 y AH-NSC
SAMR1 durante 4
DIV en presencia de
10 ng/ml de FGF2 y
10 ng/ml de EGF, vy,
ademas, en
presencia 0 ausencia
de 50 ng/ml de
BMP6. (A) Recuento
de células positivas
para BrdU tras la
inmunocitoquimica

frente a dicho
epitopo en presencia
de mitégenos (10
ng/ml FGF2 y EGF) y
50 ng/ml de BMP6
tanto para AH-NSC
SAMPS8 y SAMR1. Los
datos corresponden
a la mediatsem, n=3.
**p<0,01 por una
Prueba T. (B)
Recuento de células
positivas para GFAP
en presencia de
mitégenos (10 ng/ml
FGF2 y EGF) vy
ausencia de 50
ng/ml  de BMP6
tanto para AH-NSC
SAMP8 y SAMRI1
(mediatsem, n=3).
*p<0,05 Prueba T.

(C) Imagenes representativas de la inmunocitoquimica frente a BrdU (Rojo) y GFAP (Verde) para ambos
cultivos celulares. Se usé DAPI como marcaje nuclear (Azul). (D) Recuento de células positivas para Ki67
tras cultivar AH-NSC SAMP8 y AH-NSC SAMR1 en presencia de 10 mg/ml de FGF2 y EGF y presencia o
ausencia de 50 ng/ml de BMP6. Los datos corresponden a la mediatsem representada en fold respecto a
su correspondiente muestra sin tratar, n=4. *p<0,05; **p<0,01 mediante una Prueba T pareada. Barra de
escala en B, 25 pm.

de los cultivos y promueve la astrogliogénesis, al igual que sucede con las AH-NSPCs de

animales wild type CD1. Para ello cultivamos AH-NSPC de SAMP8 y SAMR1 en presencia
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de sus correspondientes mitégenos (FGF2/EGF) y 50 ng/ml de la proteina BMP6.

Como se puede observar en los datos mostrados en la Figura 54, tanto en las AH-
NSPCs de SAMP8 como en las de SAMR1 disminuyen el marcaje para BrdU en presencia
de BMP6y, por tanto, disminuye su capacidad proliferativa (24,06£4,17% control frente
a 3,94+3,12% tratado con BMP6 para AH-NSPCs SAMR1, y 16,75+4,01% control frente a
9,48+4,87% tratado con BMP6 en el caso de AH-NSPCs de SAMPS; Figura 54 A). De la
misma manera podemos observar que la presencia de BMP6 aumenta el porcentaje de
células positivas para el marcador de astroglia, GFAP (10,27+4,58% control frente a
32,28+5,43% tratadas con BMP6 para AH-NSPCs de SAMR1, y 8,77£3,17% control frente
a21,93+5,95% tratadas con BMP6 en el caso de AH-NSPCs de SAMPS; Figura 54 B). Cabe
destacar que, en ambos casos, tanto para la disminucién de células BrdU+ como para el
aumento de células GFAP+, es mas acusado el efecto observado para las células AH-
NSPCs de SAMR1 que para las SAMP8. Por ultimo, también pudimos observar que la
presencia de BMP6 reduce el nimero de células positivas para Ki67 en las dos lineas
celulares, lo que corrobora los datos anteriores (disminuciéon de 0,53+0,11 veces y
0,39+0,10 veces para AH-NSPCs de SAMR1 y SAMP8 tratadas con BMP6
respectivamente; Figura 54 D). Todos los experimentos anteriores apuntan a que, al
menos in vitro, tanto las AH-NSPCs de SAMR1 como las AH-NSPCs de SAMPS8 responden

de la misma manera a un aporte exégeno de BMP6.

Por tanto, podemos concluir que la pérdida de células madre en etapas adultas
en los ratones con envejecimiento acelerado y su diferenciacién a astroglia puede
deberse a un efecto no autonomo celular provocado por un estimulo de BMP6 exdgena
proveniente del nicho que, a través de la sefializacién candnica, fuerza a las células a
entrar en un proceso pro-gliogénico. Cabe destacar que también hemos podido observar
que las AH-NSPCs provenientes de ratones SAMP8 presentan un alargamiento del ciclo
celular de manera intrinseca que no puede explicarse por el efecto de BMPS6,
pudiéndose tratar de una caracteristica similar a las encontradas en los estudios
recientes realizados en la zona subependimal o subventricular (Apostolopoulou M. et

al., 2017).
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6.2. Las AH-NSPCs no expresan mas BMP6 en animales SAMPS.

Como hemos apuntado anteriormente varios estudios han observado un
aumento de la proteina BMP6 en el hipocampo con la edad del individuo (Yousef H. et
al., 2015; Meyers EA. et al., 2016; Diaz-Moreno M. et al., 2018). También se ha podido
observar un aumento de esta proteina en pacientes de la enfermedad de Alzheimer, y
se ha relacionado su expresién con una pérdida en los niveles de proliferacion
hipocampal (Li D. et al., 2008; Tang J. et al., 2009; Crews L. et al., 2010). Teniendo en
cuenta todas las implicaciones de las BMPs en el proceso de neurogénesis nos
propusimos explorar posibles fuentes causantes de dicho incremento de la proteina

BMP6 con la edad.

Como se ha demostrado en la Figura 51, cuando realizamos una PCR cuantitativa
de AH-NSPCs procedentes de animales SAMP8 y SAMR1 crecidas en cultivo para Bmpé,
observamos un descenso significativo de la expresidén en las células provenientes de
animales SAMPS8 (Figura 51 C). Todos estos datos nos llevaron a la hipdtesis de que no

son las células AH-NSPCs las causantes del aumento de BMP6 en edades avanzadas.

6.3. La microglia no expresa mas BMP6 en animales SAMPS8.

Un estudio previo en animales viejos mostré un aumento de BMP6 en el GD de
éstos y sugirié que la marca de la proteina co-localizaba con el marcador de células
microgliales Iba-1 (Yousef et al., 2015). Para explorar si la microglia de SAMP8 expresa
mayores niveles de BMP6 extrajimos células microgliales hipocampales (CD45*) de
animales SAMP8 y SAMR1 mediante un gradiente de percol seguido de la separacion de
las células CD45* a través de MACS. Posteriormente, realizamos una RT-gqPCR
cuantitativa para Bmp6 (Figura 55 A). Los resultados obtenidos no muestran diferencias
entre las células CD45* provenientes de los hipocampos de animales SAMP8 y SAMR1,
lo que sugiere que la microglia no es la responsable del aumento de la proteina BMP6

en animales adultos.
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Figura 55. Expresion de BMP6 durante el envejecimiento.

La figura muestra la expresion de BMP6 de las AH-NSPCs y la microglia de animales SAMP8 y SAMRL1. (A)
PCR cuantitativa para Bmp6 de AH-NSPCs CD45- y CD45+ obtenidas del hipocampo de animales SAMR1 y
SAMP8. Los datos corresponden a la mediatsem de una n=2. Cada experimento corresponde a un pool
de células de los hipocampos de 6 animales. (B) Representacion de los datos obtenidos para BMP6 en el
analisis de “RNA seq” en cultivos gliales realizado en Garcia-Matas S. et al., 2015. En la figura se muestra
un aumento de dos veces en la expresiéon de BMP6 en cultivos gliales de animales SAMP8 frente a SAMRL.
(C) Inmunofluorescencia de un corte de tejido procedente del cerebro de animales Crl:CD1 de 21 dias de
edad mostrando la colocalizacidn de la proteina BMP6 (Rojo) y las meninges, Laminin (Verde). Se utiliza
DAPI (Azul) como marcaje nuclear. (D) Representacion de los datos obtenidos para BMP6 en el analisis
“single-cell RNA seq” para animales jévenes realizado en Zeisel A. et al., 2015. En la figura se puede
observar como las células VLMC (del inglés, Vascular Leptomeningeal Cells) son las Unicas células que
expresan BMP6 a niveles detectables junto con alguna célula astroglial.

6.4. Aumento de la proteina BMP6 sistémica en animales adultos.

Aunque ni las células madre ni la microglia parecen responsables del aumento

de BMP6 en el hipocampo de animales SAMP8 adultos respecto a los SAMR1, otros tipos
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celulares podrian estar secretando BMP6. En este sentido, estudios de RNAseq de
astrocitos de SAMP8 muestran un incremento en el mMRNA de BMP6 cuando se compara
con astrocitos de SAMR1 (Garcia-Matas S. et al.,, 2015) (Figura 55 B). Ademas,
analizamos la posible expresién de BMP6 en las meninges, ya que en estudios previos
se ha podido observar su expresion por las células VLMC (del inglés, Vascular
leptomeningeal cells) (Zeisel A. et al., 2015) (Figura 55 D). En ese sentido realizamos una
inmunofluorescencia frente a las proteinas BMP6 y Laminin en animales de 21 dias de
edad. Como se puede observar en la figura 55 C ambas proteinas parecen colocalizar,

corroborando los datos obtenidos por Zeisel A.
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Figura 56. Aumento de la BMP6 sistémica en animales Crl:CD1 con la edad.

Wester blot mostrando el incremento de proteina BMP6 encontrado en animales Crl:CD1 adultos. (A)
Representacién del incremento de la forma inmadura (pro-proteina) de BMP6 encontrado en ratones
Crl:CD1 de 14m frente a los niveles encontrados en ratones de 2 meses de edad (fold). (B) Representacién
del incremento de la forma madura de BMP6 encontrado en ratones Crl:CD1 de 14m frente a los niveles
encontrados en ratones de 2 meses de edad (fold). (C) Western blot frente la forma inmadura y madura
de la proteina BMP6 de muestras de suero obtenidas de ratones Crl:CD1 de 2 y 14 meses de edad. Las
muestras estan normalizadas por volumen de carga. Los datos corresponden a la mediatsem de una n=3
(3 animales). La estadistica corresponde a una Ttest frente a su correspondiente muestra control,
**p<0,01; ***p<0,001.
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et al., 2015. Estos datos parecen sugerir que las meninges podrias ser una de las fuentes

de la proteina BMP6 en el cerebro adulto, sin embargo, seran necesarios mas estudios
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Figura 57. Aumento de la BMP6 sistémica en animales SAMP8 y SAMR1.

La figura muestra el aumento de BMP6 encontrado en ratones SAMP8 y SAMR1 con la edad. (A) Western
blot de muestras de suero de animales SAMR1 y SAMP8 de 2 meses de edad frente a la proteina BMP6
en su forma inmadura (pro-proteina) y madura. (B) Western blot de muestras de suero de animales
SAMR1 y SAMP8 de 6 meses de edad frente a la proteina BMP6 en su forma inmadura (pro-proteina) y
madura. (C) Western blot de muestras de suero de animales SAMR1 y SAMP8 de 10 meses de edad frente
a la proteina BMP6 en su forma inmadura (pro-proteina) y madura. (D) Representacién grafica de los
datos obtenidos en los western blots de ratones SAMP8 y SAMR1 para la proteina BMP6 en su forma
inmadura (pro-proteina). Los datos estan representados utilizando el valor SAMR1 de 2 meses como
muestra de referencia, fold. (E) Representacion grafica de los datos obtenidos en los western blots de
ratones SAMP8 y SAMR1 para la proteina BMP6 en su forma madura. Los datos estan representados
utilizando el valor SAMR1 de 2 meses como muestra de referencia, fold. Los datos muestran un
incremento significativo de BMP6 con la edad en las muestras obtenidas de ratones SAMR1 y para ambas
formas de BMP6, incremento que no es observado para las muestras de ratones SAMPS. La estadistica
corresponde a una ANOVA de una via para cada poblacion de animales utilizando la edad como factor,
*p<0,05; ***p<0,001. Los datos también reflejan un aumento en ambas formas de BMP6 en los ratones
SAMP8 de 2 meses con respecto las ratones SAMR1 de la misma edad. La estadistica corresponde a una
Ttest,  # p<0,05; ## p<0,01. Todos los datos corresponden a la mediatsem de una n>5 (animales).

169



BMP6 Madura, fold

BMP6 Inmadura (proproteina), fold

olle

&

1
i E0m
N & g & g

QO
& <«

&

Machos Hembras Machos Hembras

[
CcYrre

Figura 58. Los ratones triple transgénicos FAD no presentan mas BMP6 sistémica.

(A) Representacién grafica de los datos obtenidos en el western blot frente a BMP6 inmadura (pro-
proteina) de muestras de suero de animales wild type (WT) y transgénicos FAD. Los datos estan
representados en fold tomando el valor de los ratones wild type como control. (B) Representacion grafica
de los datos obtenidos en el western blot frente a BMP6 madura de muestras de suero de animales wild
type (WT) y transgénicos FAD. Los datos estan representados en fold tomando el valor de los ratones wild
type como control. (C) Western blot frente a las formas inmadura (pro-proteina) y madura de BMP6 de
muestras de suero obtenidas de animales Wild type (WT) y transgénicos FAD (triple mutante para Tau
P301L, APPy PS1 M146V) separando los animales entre machos (m) y hembras (f). Los datos corresponden
a la mediatsem de una n=1 para los animales WT y una n=2 para los FAD.

que refuercen esta teoria. Por otro lado, decidimos explorar si existia un aumento
sistémico de esta proteina con la edad. Cuando se analizaron mediante Western blot
muestras de suero obtenidas de animales CD1 de 14 meses de edad, se observé que
presentan una mayor cantidad de BMP6, tanto de su forma inmadura como de su forma
madura, en comparacidén con muestras de suero obtenidas de animales CD1 de 2 meses
(Figura 56). Estos datos muestran unincremento notable de |la proteina BMP6 circulante

con la edad en el suero de estos animales.
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6.5. Incremento de BMP6 sistémica en animales SAMPS.

Puesto que observamos un aumento de la BMP6 sistémica con la edad en
animales CD1, quisimos comprobar si dicho incremento se mantenia en el modelo de
envejecimiento acelerado SAMPS8. Para ello tomamos muestras de suero de animales
SAMP8 y SAMR1 a 2, 6 y 10 meses de edad y comprobamos la cantidad de BMP6
circulante mediante Western blot frente a esta proteina (Figura 57 A, B, C). Los
resultados muestran un incremento significativo de BMP6, tanto en su forma madura
como inmadura, con la edad en los animales SAMR1 (Figura 57 D, E). Los animales
SAMPS8 presentan mayor cantidad de BMP6 ya en edades tempranas (2 meses) que los
animales SAMR1, sin embargo, no observamos un aumento de esta proteina con la edad

de estos animales (Figura 57 D, E), sino que al parecer se alcanza un plateau o meseta.

6.6. Los animales transgénicos FAD no presentan un aumento de BMP6.

Puesto que varios estudios han observado un aumento de la proteina BMP6 en
pacientes de Alzehimer y han relacionado esta proteina con la despoblacion del giro del
hipocampo, la pérdida de proliferaciéon neuronal y neurogénesis, quisimos comprobar la
cantidad de BMP6 circulante en ratones transgénicos FAD (triple mutante para Tau
P301L, APP y PS1 M146V). Para ello extrajimos muestras de suero de animales, machos
y hembras, wild type y FAD*, y comprobamos la cantidad de BMP6 a través de un
Western blot frente a dicha proteina. Los resultados obtenidos no muestran ningun tipo
de diferencia entre los animales wild type y los animales transgénicos FAD, asi como
ninguna diferencia entre machos y hembras, ambos muestran la misma cantidad de

BMP6 sistémica (Figura 58 A, B, C).
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7.1. Efecto de las BMPs sobre la diferenciacion de las AH-NSPCs.

Se ha observado que la neurogénesis en el cerebro adulto de animales
mamiferos esta regulada por un gran nimero de sefales locales procedentes del nicho,
entre estas sefiales estan incluidas las proteinas BMPs y WNTs. Este hecho se ha podido
constatar gracias a los estudios que han reportado una alta activacién de la ruta
candnica de las BMPs en el nicho del hipocampo, observando que las NSCs y los
progenitores presentan las formas fosforiladas de las proteinas SMAD1/5/8 en el nucleo
celular (Mira H. et al., 2010; Bonaguidi MA. et al., 2008). Ademas, se ha observado la
implicacion de ligandos de la familia de las BMPs (en particular BMP4) en la regulacién
del mantenimiento de la quiescencia de las NSCs (Mira H. et al., 2010; Bonaguidi MA. et
al., 2008), asi como en la regulacion de la maduracién de los progenitores en diversas
etapas durante la neurogénesis (Bond AM. et al.,, 2014). Sin embargo, el papel que
desempeiia la sefalizacion desencadenada por las proteinas BMPs en la especificacion
del destino de la progenie de las NSCs hipocampales en estadios adultos, y su relacién
con otras sefales del nicho, se encuentra poco estudiado. Los resultados que se
presentan en esta tesis profundizan en algunos aspectos concretos de la compleja
funcién que desempefian las BMPs como reguladores de la diferenciacidén de las NSCs
en la etapa adulta. Estos resultados nos han permitido proponer un modelo en el que la
funcion de las BMPs es dependiente de las proteinas WNTs, favoreciendo la adquisicion
del linaje neuronal, posiblemente, a expensas del linaje oligodendroglial (figura 23 A).
Este resultado correlaciona con el efecto pro-neurogénico que presentan las proteinas
BMPs durante las etapas neurogénicas del desarrollo del cerebro anterior (Hall AK. y

Miller RH., 2004; Chen HL. y Panchision DM., 2007).

También se ha observado que la sefializacién a través de las BMPs puede
promover la adquisicion del linaje astroglial, por ejemplo, en cultivos celulares de NSPCs
de la zona subventricular embrionaria crecidos en presencia de EGF (Gomes WA. et al.,
2003; Gross RE. et al., 1996). Sin embargo, en nuestro estudio, BMP2/4 no altera la
adquisicion del linaje astroglial en AH-NSPCs procedentes del hipocampo adulto de rata
y crecidas en presencia de FGF2 (figura 23 A). Esto puede deberse al diferente origen de
las células, a las condiciones de nuestros cultivos o, quizads, al nivel basal de la
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sefializacion por WNT y/o de factores pro-neurogénicos presente en nuestras células.
Cabe destacar que en estudios in vivo se ha observado que un aumento en los niveles
de BMP4 en el hipocampo de ratones adultos (inducido mediante la inyeccion de
lentivirus que sobreexpresan BMP4) disminuye los niveles de proliferacién celular de las
NSPCs y retrasa la maduracién neuronal, pero no se ha observado un aumento en la
proporcidn de células que se diferencian a astroglia (Bond AM. et al., 2014). En conjunto,
estas observaciones sugieren que, al menos en condiciones fisioldgicas, la sefializacién
a través de las BMPs de la familia de BMP2/4 seria pro-neurogénica y no pro-gliogénica
en el hipocampo adulto. Sin embargo, no podemos descartar un papel pro-gliogénico en
situaciones de elevada y prolongada sefalizacién por esta via o en condiciones
patoldgicas que desemboquen en un aumento de la gliosis (Gomes WA. et al., 2003;

Gross RE. et al., 1996).

En cuanto al papel de cada uno de los receptores en la regulacidon de las AH-
NSPCs, el patron de expresion obtenido in vitro cuando se comparan las células en
proliferacion con las células diferenciadas en presencia de RA y FSK (figura 20 E-G)
sugiere que el receptor BMPR1A tiene un papel temprano en el proceso de
diferenciacién, mientras que los receptores BMPR1B y ACVR1 pueden tener un papel
tardio, mds relacionado con el proceso de maduracién neuronal, puesto que su pico de
expresion es posterior. El papel temprano del receptor BMPR1A concuerda con los
resultados obtenidos en los ensayos de diferenciacidn con los ligandos preferentes para
este receptor (BMP2/4) y con los ensayos retrovirales en los que sobreexpresamos la
forma constitutivamente activa de BMPR1A (figura 22 A, C). Ademas, hemos observado
gue los niveles de diferenciacion neuronal obtenidos con una exposicion transitoria a
los ligandos BMP2/4 son similares a aquellos obtenidos con una exposicion continua a
dichos ligandos, lo que sugiere que la senalizacidon que induce la adquisicion del linaje
neuronal ocurre en las primeras etapas del proceso de diferenciacidn y, por tanto, es
mas probable que dicha sefal sea transducida por el receptor de tipo 1 mas expresado
en las etapas iniciales, BMPR1A. Estos resultados complementan los hallazgos de
estudios previos, en los que se ha visto que la sobreexpresion de una forma dominante
negativa del receptor BMPR1A (dnBMPR1A) promueve de forma compensatoria la

sobreexpresién del receptor BMPR1B en cultivos de AH-NSPCs, y que la sefializacion a
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través de este Ultimo receptor es la que aumenta los niveles de astrogliogénesis en
dichos cultivos (Brederlau A. et al., 2004). Por otro lado, nuestros estudios con
inhibidores quimicos indican que el efecto pro-neurogénico de BMP2/4 depende de la
via de senalizacidn candnica de las BMPs, pues solamente se bloquea en presencia del
inhibidor DMH1 (especifico de esta via), pero no de otros inhibidores de las vias no
canodnicas, lo que concuerda con el aumento observado en la fosforilacion de las
proteinas SMAD1/5/8 tanto por Western blot como por inmunofluorescencia (figura 26

A-C).

Para dilucidar el mecanismo molecular del efecto pro-neurogénico producido
por las proteinas BMPs/BMPR1a/SMADs en nuestros ensayos, quisimos estudiar su
relacidn con la sefializacién de las proteinas WNTSs, ya que éstas son conocidas como las
principales reguladoras de la neurogénesis hipocampal adulta (Lie DC. et al., 2005;
Schafer ST. et al., 2015; Arredondo SB. et al., 2020; Heppt J. et al., 2020). Observamos
que el efecto pro-neurogénico producido por la senalizacion candnica por BMPs
requiere de un nivel basal de sefializaciéon también de tipo candnico a través de WNT
(figura 27 D), y que ambas rutas muestran una interacciéon sinérgica. Cuando
combinamos ligandos de ambas familias (BMP y WNT) el efecto neurogénico es mayor
que la suma de sus efectos por separado a la misma dosis (figura 28 A, B). Estos
resultados sugieren que dichas rutas de sefalizacion pueden estar compartiendo

intermediarios en sus correspondientes cascadas y potenciarse.

En estudios previos, se habia descrito que las rutas de seializacién de las BMPs
y de WNT interaccionan entre ellas a varios niveles, por ejemplo, mediante la union de
los factores de transcripcion SMAD4 y TCF/LEF a las regiones promotoras de varios genes
(Theil T. et al., 2002; Hussein SM. et al., 2003). La familia de factores de transcripcion de
TCF/LEF consta de cuatro miembros en mamiferos y es la encargada de mediar el efecto
inducido por la ruta candnica de seiializacién de las WNTs (dependiente de B-catenina),
siendo LEF1 el mejor caracterizado (Cadigan KM. y Waterman ML.,, 2012). Nos
centramos en la idea de que Lefl pudiese ser el punto de unién entre ambas rutas de
sefalizacion dado que se expresa en las NSPCs del hipocampo adulto y es requerido para

el proceso de neurogénesis, junto al hecho de que la expresion de Lefl puede ser
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activada por BMP4, al menos en otros tipos celulares (Kratochwil K. et al., 1996). Con
esta hipotesis en mente, identificamos elementos reguladores de las BMPs en el
promotor del gen Lefl y disefiamos una serie de experimentos funcionales. Nuestros
ensayos muestran como aumenta la expresién de Lef1 tras la exposicion a BMP4y como
la sobreexpresidn de este gen es suficiente para aumentar la neurogénesis. Todos estos
datos sugieren un nuevo mecanismo por el que ambas rutas de sefializacion trabajan
conjuntamente en las células madre y progenitores hipocampales. Un mecanismo
similar podria estar activo de la misma forma durante el desarrollo del giro dentado del
hipocampo, ya que algunos estudios han observado que la expresion del gen Lefl
durante las etapas embrionarias esta regulada por el receptor de BMPs de tipo | ACVR1
(Choe Y. et al.,, 2013). Estos estudios muestran como la expresién de una forma
constitutivamente activa del receptor de BMPs de tipo | ACVR1A en el giro dentado
durante las etapas del desarrollo es capaz de aumentar de forma directa la expresién de
Lef1 y como el inhibidor de las BMPs Noggin es capaz de reducirla. De la misma forma,
el estudio de ratones transgénicos hGFAP-Cre;SMAD4'%/- en los que las células que
expresan GFAP pierden la expresion de la proteina SMAD4 revel6 que estos animales
presentan importantes defectos en el numero de células madre, progenitores vy
neuronas granulares durante el desarrollo del GD, llegando a concluir que la inhibicién
de la sefializacién embrionaria de las BMPs reduce la integridad del nicho. Ademas,
knockout para el receptor ACVR1A (hGFAP-Cre;Acvrl'®/'%*) presentan una menor
expresion tanto de Lefl como de Prox1, lo que se traduce en un menor numero de
progenitores y un GD de menor tamafio en el adulto. Todos estos estudios sugieren que
las BMPs juegan un papel importante durante el desarrollo del giro dentado a través de

la regulaciéon de Lefl (Choe Y. et al., 2013).

En resumen, la sefalizacion a través del receptor de tipo | BMPR1A juega un
papel importante en la regulaciéon de la neurogénesis hipocampal adulta, no solo
mediante la regulacion de la quiescencia de las NSCs (Bonaguidi MA. et al., 2008; Mira
H. et al., 2010; Bond AM. et al., 2014), sino probablemente también mediante la
regulacion de las primeras etapas del proceso de diferenciacion neuronal, como indican
los resultados de esta tesis. Al menos in vitro, la sefializacién candnica de las proteinas

WNT interacciona con, y puede ser regulada por, la sefializacion de las proteinas BMPs
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para producir el efecto pro-neurogénico, gracias al aumento de la expresion del factor
de transcripciéon LEF1. Aunque son necesarios mas estudios in vivo para dilucidar la
funcién de las BMPs en la especificacion del destino celular, nuestros resultados in vitro
ya sugieren que el papel de las BMPs y sus receptores durante la neurogénesis adulta es

mas complejo de lo que se pensaba hasta la fecha.

7.2. Efecto de las BMPs en el proceso de maduracion de las AH-NSPCs.

Una vez estudiado el papel de las BMPs en el proceso de especificacion del
destino neuronal de las AH-NSPCs, nuestro estudio nos llevd a preguntarnos la
importancia de estas proteinas en etapas posteriores de la neurogénesis hipocampal,
durante el proceso de maduracién final de las nuevas neuronas. Sin embargo, existia
una cantidad mucho mas reducida de trabajos que abordasen el estudio del papel de las
BMPs y de sus receptores en este proceso. Algunos estudios habian descrito funciones
de otros ligandos de la familia del TFG-B en el proceso de maduracién, es el caso del
receptor ALK5. Se habia descrito que la sefializacién a través de este receptor es
necesaria durante el proceso de neurogénesis adulta, ya que animales knockout que
carecen de esta proteina muestran una menor supervivencia de las células DCX* y de las
neuronas de nueva generacion (He Y. et al., 2014). De la misma forma, este estudio habia
descrito que la sefializacidén del TGF-B a través de ALK5 promueve la maduracion de las
neuronas inmaduras en el hipocampo mejorando el desarrollo del arbol dendritico y el
tamafio del soma de dichas neuronas (He Y. et al., 2014). Es por esto que nuestro
siguiente objetivo fue el de dilucidar si las proteinas BMPs participaban en la maduracién

de las neuronas generadas en etapas posnatal y adulta.

Nuestro primer abordaje fue trabajar con cultivos neuronales generados a partir
de AH-NSPCs. En nuestros experimentos se puede observar como BMP2, BMP4, BMP6
y, de forma menos marcada, BMP7 presentan un efecto pro-madurativo sobre las
neuronas inmaduras crecidas in vitro. Estos resultados pueden resultar contradictorios
atendiendo al patrén de expresion de los receptores de BMPs tipo | presentado en el
primer bloque de resultados de esta tesis (Resultados 1.1, figura 19) y a la preferencia
de union de los ligandos a los distintos receptores descrita previamente. Como se puede
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observar en dicha figura, la expresién a nivel de mRNA de los receptores tipo | BMPR1B
y ACVR1 aumenta segun avanza el grado de maduraciéon neuronal, mientras que la
expresion del receptor BMPR1A, mds expresado en estadios inmaduros, disminuye
segun avanzan los dias de diferenciacién in vitro. Teniendo en cuenta dicha observacion,
cabria esperar un efecto pro-madurativo de aquellos ligandos que tienen mayor afinidad
por los receptores BMPR1B y ACVR1 (BMP6, BMP5, BMP7), pero no un efecto de los
ligandos que presentan mayor afinidad por el receptor BMPR1A (BMP2, BMP4). Este
argumento explicaria el efecto tan marcado observado con BMP6, sin embargo, no
explicaria el efecto pro-madurativo observado con las proteinas BMP2 y BMP4. Por
tanto, al menos en nuestro modelo celular y de confirmarse el patrén de expresion de
los receptores a nivel de proteina, las proteinas BMPs y sus receptores presentarian
cierto grado de promiscuidad, un hecho cada vez observado por mas autores y en mas
trabajos (Mueller TD. Y Nickel J., 2012; Nickel J. y Mueller TD., 2019). Por otro lado,
nuestros resultados muestran un efecto pro-madurativo muy leve de la proteina BMP7
y ningun efecto de BMP5, dos ligandos que son ampliamente relacionados con la
longitud dendritica y la maduracion neuronal en las etapas de desarrollo (Withers GS. et
al., 2000; Esquenazi S. et al., 2002; Choe Y. et al., 2013). Esta diferencia puede deberse
a que nuestro estudio se centra en la funcién de las BMPs sobre neuronas derivadas de
AH-NSPCs, aisladas de la etapa adulta del individuo, lo que denotaria una diferencia
notable en el papel que desempefian dichos ligandos en funcion del estadio de
desarrollo del organismo. En definitiva, este resultado pone de manifiesto que la
respuesta celular no solamente va a depender de la sefial inductiva, sino también de la
competencia de las células para interpretar dicha sefal, que a su vez viene determinada
tanto por los receptores e intermediarios de sefializacion que exprese, como por su

programa molecular (Sagner A. y Briscoe K., 2017).

En cuanto al efecto observado tras tratar con la proteina BMP6, nuestros
resultados muestran un efecto bifdsico de dosis-respuesta (activacion seguida de
inhibicidon de la maduracién neuronal in vitro), que podria corresponder con lo que

algunos autores denominan como comportamiento de caracter hormético (Figura 33).
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. Figura 59. Representacion de la relacion de
Hormesis hormesis entre la proteina BMP6 vy el
Estimulacion proceso de maduracion neuronal.
La hormesis hace referencia a la relacién
dosis-respuesta separada en dos zonas, un
drea de dosis baja con respuestas
estimulatorias y, tras superar un umbral
toxicoldgico, un area de dosis alta con
efectos adversos o inhibitorios. En nuestro
caso, la proteina BMP6 tiene un efecto
positivo sobre la maduracién neuronal de
las AH-NSPCs alcanzando un punto maximo
aproximadamente a los 200ng/ml de
50 200 500 1000 ~ ng/ml proteina. Por encima del umbral de 500
Dosis de BMP6 ng/mi ?’proximadamente enc.o’ntramos una
reduccion de la maduracion neuronal
(reaccion adversa) (Figura 33).

Reaccion adversa

Maduracion neuronal

La hormesis describe una relacién dosis-respuesta separada en dos zonas, un area de
dosis baja con respuesta estimulatoria (antes del umbral toxicoldgico tradicional) y un
area de dosis alta con efectos adversos o inhibitorios, después del umbral toxicolégico
tradicional (Figura 59). El efecto de BMP6 sobre las neuronas encaja con este tipo de
comportamiento. Estas observaciones concuerdan ademas con el hecho de que BMP6
aumenta en el hipocampo durante el envejecimiento, lo que correlaciona con la
reduccion de la neurogénesis y con el retraso madurativo que sufren las neuronas
hipocampales en los animales viejos (Trinchero MF. et al., 2017). Se ha descrito un
aumento de las proteinas BMP6 y BMP4 con la edad en el hipocampo de ratones
C57BL6/J de 22-24 meses de edad (Yousef H. et al., 2015; Meyers EA. et al., 2016) y en
ratones con envejecimiento acelerado SAMP8 (Diaz-Moreno M. et al., 2018). En los
estudios en animales C57BL6/J, la sefial del anticuerpo anti-BMP6 aparece asociada a la
microglia y se ha visto ademads que hay un aumento en los niveles de P-SMAD1/5/8 en
las células del GD que expresan SOX2. En estos animales, la inhibicidn de la sefializacién
por BMPs mediante la inyeccidén in vivo de lentivirus que expresan un shRNA para
Smadl, o mediante la deleccién de Bmprla en animales Bmpria'®/'* Bmprib*"
Rosa26lacZ, aumenta la proliferacién de las células de tipo 2b y se rescata la produccién

de nuevas neuronas (en cuanto a su numero), aunque no se ha evaluado el posible
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efecto en la maduracion neuronal a nivel morfoldgico ni si existe sefializacion de tipo no
canodnico (Yousef H. et al., 2015). En cuanto al estudio con los animales SAMPS, que ha
sido realizado en nuestro laboratorio, hemos podido demostrar que las nuevas neuronas
(células DCX*) del GD migran mas profundamente en la capa de las neuronas granulares
al tiempo que se reduce la adquisicién del marcador neuronal mds madura Calretinina
(CR) (Diaz-Moreno M. et al., 2018). En cuanto a su complejidad morfoldgica, las nuevas
neuronas hipocampales de los animales SAMPS8, marcadas mediante la inyeccidn de un
retrovirus que expresa GFP, muestran una menor arborizacion en el analisis de Sholl y
una reduccion en el nimero de puntos de ramificacion y en la longitud dendritica total
(Schouten M. et al., 2020) indicando una alteraciéon del programa de diferenciacién
neuronal normal en la cepa SAMPS. Este efecto depende al menos en parte del aumento
de la sefializacion por BMPs, pues la sobreexpresién del inhibidor de BMPs, Noggin, es
capaz de recuperar el fallo neurogénico hipocampal de estos animales (Diaz-Moreno M.
et al., 2018). De la misma forma, se ha descrito un aumento de BMP6 a nivel de mRNA
y de proteina (pero no de otras BMPs, como BMP2 o BMP7) en el hipocampo de
pacientes de Alzheimer, que se exacerba con el avance de la severidad de la
enfermedad. Este aumento también se observa en animales mThy1l-hAPP751, que
expresan niveles muy elevados de hAPP mutante en las neuronas del GD y de la regién
CA1, acumulando AB1-42 (Crews L. et al., 2010). En los casos severos de Alzheimer, se
ha observado la presencia de células inmunoreactivas para BMP6 tanto en la ZSG como
en la capa granular, y en ocasiones la marca se detecta préxima a las células DCX".
Ademas, se ha observado un patrdn de senal de BMP6 en halo, alrededor de las placas
de AB1-42 localizadas en las capas molecular y piramidal del hipocampo. El aumento en
BMP6 correlaciona con una reduccion en el nimero de células DCX+ del GD en estas
mismas muestras hipocampales de pacientes de AD, asi como en los animales
transgénicos mThy1-hAPP751 (Crews L. et al., 2010). Todos estos datos apuntan a que
la proteina BMP6 podria jugar un papel importante en el mantenimiento de la
neurogénesis y la maduracion neuronal de las células hipocampales en edades adultas,
y a que una alteracién al alza de sus niveles durante el envejecimiento o en condiciones
patoldgicas puede ocasionar severas consecuencias sobre la estructura y el

funcionamiento del hipocampo.
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En cuanto a la participacion de los diferentes receptores de las BMPs en las
etapas tardias de diferenciacion, nuestros resultados in vitro muestran un papel
fundamental del receptor de BMPs tipo Il BMPR2 en el proceso de maduracién neuronal
hipocampal. Como se puede observar en la figura 34, el silenciamiento de los niveles de
expresidn de dicho receptor es suficiente para disminuir la maduracién neuronal in vitro.
Este resultado concuerda con el hecho de que el receptor BMPR2 es el Unico de la familia
de receptores tipo Il que cuenta con un dominio de unidn para LIMK en su extremo C-
terminal, lo que lo convierte en el Unico receptor capaz de activar la ruta de sefializacion
no candnica de las BMPs a través de este intermediario (Foletta VC. et al., 2003; Lee-
Hoeflich ST. et al., 2004; Scott RW. et al., 2010). Aunque se conoce la importancia del
receptor BMPR2 y la ruta no candnica de las BMPs en el proceso de maduracién
neuronal y en la neuritogénesis, existen muchos interrogantes en la actualidad acerca
de los mecanismos que subyacen a este proceso. Por ejemplo, se ha observado que la
activacion de LIMK depende del reclutamiento de ésta por el receptor BMPR2 y de su
fosforilacidn por parte de Cdc42 (Lee-Hoeflich ST. et al., 2004; Gamez B. et al., 2013). De
la misma forma se ha observado que intermediarios como PI3K o Rho juegan un papel
importante en la cascada de sefializacion (Gamez B. et al., 2013), sin embargo, los
mecanismos concretos por los cuales ocurren todos estos procesos en las neuronas

estan poco caracteriazados y seran necesarios nuevos estudios para ahondar en ellos.

En cuanto a los experimentos para determinar la ruta de sefializacién implicada
en el proceso de maduracidon neuronal, nuestros resultados muestran como al inhibir
LIMK las células no son capaces de responder a un estimulo de BMP6, reduciéndose asi
la maduracion con respecto a las muestras sin inhibidor (Figura 41 A, B). Una vez
fosforilada, LIMK es la encargada de reclutar y activar al resto de intermediarios de la
ruta de sefalizacion, por lo que la inhibicion de esta quinasa inhibe la sefializacion a
través de la ruta no candnica. Estos datos concuerdan con los obtenidos al silenciar el
receptor BMPR2 (Figura 34), ya que BMPR2 es el Unico receptor con un dominio de
union para LIMK en su extremo intermolecular, por lo que el silenciamiento de BMPR2
impide el reclutamiento de LIMK y la activacién de la cascada de seiializacién. Por otro
lado, la inhibicion de la via candnica dependiente de las SMAD1/5/8 con DMH1

(Dorsomorphin homolog 1) (Figura 41 A, C) no afecta a la maduracién neuronal. Todos
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estos datos indican que la maduracién neuronal de las AH-NSPCs esta mediada por la

ruta de sefalizacion no candnica de las BMPs.

Una vez establecido que la ruta de sefalizacion de BMPs relacionada con la
maduracién era la no candnica, quisimos determinar otros posibles intermediarios
implicados. Nuestros experimentos muestran que al inhibir individualmente JNK, MEK y
Rho se produce una pérdida en la respuesta a BMP y una bajada significativa de la
maduraciéon. Esto nos indica que estos tres intermediarios estdn implicados en el
proceso, aunque con nuestros datos no podemos determinar su papel exacto. Estudios
futuros de tipo mecanistico tendrdan que determinar la funcidon concreta que
desempeiian los diferentes intermediarios de la ruta no candnica en el proceso de

maduracién neuronal.

Otro de los objetivos principales de nuestro estudio era el de intentar determinar
qué receptor de tipo | esta implicado en la activacion de la ruta no candnica durante el
proceso de maduracion junto a BMPR2. Para ello disefiamos una serie de experimentos
de inhibicion y silenciamiento de estos receptores, asi como de sobreexpresion de los
mismos. Los ensayos de silenciamiento muestran un descenso de la maduracién
neuronal al reducir los niveles de expresion del receptor ACVR1 (Figura 35 B), lo que
sugiere un papel de dicho receptor en este proceso. Sin embargo, encontramos un
aumento significativo no esperado de la maduracién neuronal al silenciar la expresién
del receptor BMPR1B. Una posible explicacion para este efecto seria que estuviésemos
ante una respuesta compensatoria del sistema sobre la expresidon de ACVR1 al disminuir
la de BMPR1B. Esto podria explicar que al reducir la expresién del receptor BMPR1B
aumentase la de ACVR1 vy, por tanto, la maduracién de las células. Existen muchos
estudios en la actualidad en los que se observa que los receptores de la familia del TGF,
y las BMPs, pueden compensar la pérdida de algun receptor de la misma familia (Hebert
JM. et al., 2003; Wine-Lee L. et al., 2004; Fernandes M. et al., 2007; Caronia G. et al.,

2010), si bien tendriamos que verificarlo en nuestro modelo celular.

Por otro lado, realizamos una bateria de experimentos de ganancia de funcién
para expresar una forma constitutivamente activa de los receptores tipo | por medio de
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lentivirus y retrovirus (Figura 39). Estos experimentos muestran cémo tanto la expresién
de la forma activa de ACVR1, como la de BMPR1B, independientemente de la estrategia
empleada (lenti o retrovirus), son suficientes para incrementar la maduracién neuronal
in vitro, medida mediante andlisis de Sholl, en ausencia del estimulo de BMP (Figura 39
B, E, H, K). Estos datos nos sugieren que ambos receptores tipo | son suficientes para
desencadenar la respuesta y tal vez ambos estdan implicados en el proceso de
maduracion neuronal, abriendo la puerta a que se trate de dos receptores redundantes,
gue ambos tengan la misma funcidn, o, por el contrario, que cada uno de ellos esté
implicado en diferentes aspectos concretos de la maduracién neuronal, como el nimero
de dendritas o su longitud. En este sentido, tras un andlisis mas detallado nuestros datos
sugieren que el receptor BMPR1B, en comparacién con el receptor ACVR1, esta mas
implicado en regular el nimero de dendritas, tanto primarias como secundarias, ya que
hemos podido observar un aumento de éstas tras expresar la forma constitutivamente
activa de BMPR1B, tanto in vitro (Figura 40 A-C) como in vivo (Figura 45 A, B), pero no al
sobreexpresar la de ACVR1. En el resto de parametros podemos observar una tendencia

al alza al expresar las formas constitutivamente activas de ambos receptores.

Para estudiar el proceso de maduraciéon in vivo decidimos realizar
electroporaciones de plasmidos de nuestro interés en el hipocampo de animales
posnatales, adaptando un protocolo previamente descrito (Ilto H. et al.,, 2014). La
neurogénesis en el GD es un proceso gradual y extendido en el tiempo que alcanza su
punto maximo justo después del nacimiento durante la primera semana posnatal, tras
este periodo la neurogénesis decae durante la adolescencia y continda disminuyendo
durante la madurez del individuo (Altman J. y Das GD., 1965; Kuhn HG. et all., 1996;
Bond AM. et al., 2020). Esta técnica nos proporciona la ventaja de que permite estudiar
la maduracion neuronal in vivo en cualquier punto del proceso seleccionando el
momento del sacrificio del animal tras la electroporacion. Para ello, decidimos
electroporar a dia posnatal PO plasmidos con las formas constitutivamente activas de
los receptores de BMPs tipo | y estudiar el efecto que éstas tienen sobre la maduracién
de las neuronas del GD. Nuestros datos muestran como la sefializacién constitutiva de
estos receptores produce una reduccion significativa de la maduracion de las neuronas

granulares hipocampales (Figura 44 B, C) asi como una desregulacion de la mayoria de
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los pardmetros morfolégicos que presentan estas neuronas (Figura 45, 46 y 47).
Podemos observar neuronas con mds de una dendrita primaria (las neuronas
hipocampales in vivo se encuentran muy polarizadas y al tiempo que hemos analizado
solo presentan una dendrita primaria en condiciones normales) (Wang S. et al., 2000;
Kerloch T. et al., 2019) (Figura 45 B), un descenso en el numero y longitud de dendritas
secundarias (Figura 45 A, C), un aumento de la conformacion neuronal en forma de “V”
(Figura 45 F, G), una desregulacion de la migracion a lo largo de la capa granular (Figura
46) o la pérdida en la densidad de las espinas dendriticas (Figura 47). El incremento de
la conformacién en “V” es interesante, puesto que este morfotipo prevalece en
condiciones patoldgicas o de inflamacidn. En este sentido, se ha observado por ejemplo
un aumento de neuronas con esta conformacidn en ratones GSK-3-OE y en pacientes de
Alzheimer (Llorens-Martin M. et al., 2013: Llorens-Martin M. et al., 2014), en los que,
como se ha mencionado anteriormente, se detecta también un aumento de los niveles

del ligando BMP6 (Crews L. et al., 2010; Villasana LE. et al., 2015).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que este experimento se centra en el
estudio de neuronas neonatales, ya que se electroporan neuronas que se estan
generando a tiempo PO. Esta distincién es importante ya que recientemente se han
descrito diferencias significativas tanto morfolégicas como diferencias en el proceso de
desarrollo entre las neuronas neonatales y las posnatales (Cole JD. et al., 2020), a pesar
de que anteriormente estas diferencias no se habian detectado (Toni N. et al., 2007).
Los datos de este estudio revelan que las neuronas nacidas en etapas adultas se
someten a dos fases o “olas” madurativas. La primera de estas olas madurativas es
similar a la experimentan las neuronas neonatales y ocurre aproximadamente a las 3
semanas (21 dias) tras su nacimiento, dando lugar a neuronas inmaduras poco
desarrolladas. La segunda ola madurativa ocurre aproximadamente a las 7 semanas tras
el nacimiento de la célula, dando lugar a neuronas altamente maduras con dendritas
mas gruesas, somas de mayor tamafo y una mayor cantidad de espinas funcionales
(Cole JD. et al., 2020). Ademas, se han observado diferencias morfolégicas relevantes
entre las neuronas a lo largo de estas dos olas consecutivas, por ejemplo, las neuronas
mas jévenes (de entre 2 y 4 semanas desde su generacidn) presentan una Unica dendrita

primarias y una conformacion en forma de “Y”, pero esta estructura cambia con el
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tiempo y el grado de maduracion de la neurona. Asi, entre las 2 y las 24 semanas se
produce un acortamiento de la dendrita primaria y a las 24 semanas tras su nacimiento
se observa como la estructura en forma de “Y” se transforma en una conformacion en
“V”, conformacion que hasta la fecha se habia atribuido exclusivamente a condiciones
patoldgicas (Cole ID. et al., 2020). Se ha propuesto un modelo de conversién entre
conformaciones por apertura del morfotipo “Y” a mode “cremallera” (del inglés,
“unzipping”) hasta dar lugar al morfotipo “V”. En este modelo, la dendrita apical
primaria se iria acortando hasta que la primera ramificacion contactaria con el soma.
Otra posibilidad es que el acortamiento sea debido a una migracién del soma de la
neurona hacia el primer punto de ramificacién (Cole JD. et al., 2020). Nuestros datos
sugieren que la sefializacidn constitutiva de los receptores de BMPs podria promover la
migracion del soma a la par que la reducciéon de la dendrita primaria, y esto podria
explicar la transiciéon de la conformacion “Y” a “V”. alternativamente, podria emerger
una nueva neurita primaria directamente del soma. El reciente estudio de Cole y
colaboradores (Cole ID. et al., 2020) tiene muchas implicaciones importantes en la
neurogénesis hipocampal. En primer lugar, se establece una diferencia morfoldgica y
madurativa entre las neuronas en funcion de la etapa del desarrollo en la que nace cada
célula que habia pasado desapercibida, observando como las neuronas neonatales
maduran de forma mas rapida que las adultas, que adquieren un grado de maduracién
mayor a través de una maduracién mdas prolongada en el tiempo, con dos olas
madurativas. En segundo lugar, todas estas observaciones apuntan a un modelo
acumulativo de neurogénesis, en el cual las neuronas adultas forman un remanente de
neuronas inmaduras que confieren una gran plasticidad estructural al giro dentado.
Ademas, las estimaciones de este trabajo sugieren que la neurogénesis de la etapa
adulta genera la mitad de las neuronas y la mayoria de las espinas dendriticas del giro
dentado (Cole JD. et al., 2020). Teniendo en cuenta que, debido a las condiciones en las
cuales realizamos nuestro experimento in vivo hemos estudiado exclusivamente
neuronas neonatales a las 3 semanas (21 dias) tras su nacimiento, y que esta fase es
similar a la primera ola madurativa que experimentan las neuronas nacidas en la etapa
adulta, es muy probable que los resultados que hemos obtenido se puedan extrapolar a

la neurogénesis hipocampal adulta. Aun asi, serdn necesarios nuevos experimentos que
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confirmen el papel de las BMPs y sus receptores en neuronas generadas

especificamente en el GD en la etapa adulta.

Por otro lado, los nuevos datos observados por Cole y colaboradores sobre el
desarrollo y la morfologia de las neuronas posnatales abren la puerta a nuevas
interpretaciones sobre los resultados obtenidos en esta tesis. Como se describe
anteriormente, hemos podido observar un aumento de la conformacion en forma de
“V” de las dendritas primarias al electroporar las formas constitutivamente activas de
los receptores ACVR1 y BMPR1B en neuronas neonatales a tiempo PO (Figura 44 B, C).
Unido al hecho del que el resto de pardmetros medidos apuntan a una pérdida de la
maduracién (Figura 44, 45, 46 y 47), similar a la que se obtiene in vitro a dosis altas de
BMP6, inicialmente atribuimos este resultado a una desregulacién de los parametros
habituales de las neuronas, que podria relacionarse con condiciones patoldgicas
(Llorens-Martin M. et al., 2013; Llorens-Martin M. et al., 2014). Sin embargo, puesto que
el estudio de Cole y colaboradores indica que la conformacién en forma de “V” también
se alcanza por maduracion en condiciones normales (Cole JD. et al., 2020), cabe la
posibilidad de que la sefializaciéon por BMPs participe in vivo en la adquisicién de esta
caracteristica de las neuronas con un alto grado de maduracién. Esta interpretaciéon
encajaria con funciones ya establecidas de las proteinas BMPs, que son conocidas por
promover la neuritogénesis (apartado 1.2.6, Funcion de las BMPs en el sistema nervioso;
Lee-Hoeflich ST. et al., 2004). Por tanto, los receptores ACVR1 y BMPR1B podrian estar
implicados en la adquisicion de esta conformacion morfoldgica, presuntamente mas

madura, en las neuronas del giro dentado.

La diferencia entre los datos in vitro y los datos in vivo de otros parametros
podria ser atribuible, en parte, a la expresion continuada de los receptores desde un
promotor fuerte (promotor CAG) durante 21 dias, que estaria promoviendo una gran
acumulacién de las formas constitutivamente activas de los receptores tipo | hasta el
punto de recapitular el efecto téxico que produce la exposicién a concentraciones
elevadas de BMP6 en nuestros experimentos in vitro (Figura 33), o el fenotipo descrito
en animales SAMP8 en los que se han observado elevados niveles de esta BMP (Diaz-

Moreno M. et al., 2018). También hay que tener en presente que en los ensayos in vitro
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las neuronas sobreexpresan los receptores Unicamente durante 4 dias, un tiempo
mucho mas corto. Por ello, seria interesante a futuro disefiar nuevos ensayos, tal vez
con sistemas inducibles basados en tetraciclina (tet), para estudiar la maduracién de las
neuronas hipocampales in vivo controlando la expresion de los receptores. Del mismo
modo, seria interesante abordar el estudio de la pérdida de funcién in vivo mediante
electroporacién de plasmidos que permitan el silenciamiento de los receptores

empleando shRNAs.

7.3. Efecto de la proteina BMP6 en el hipocampo adulto.

Por otro lado, como ya se ha comentado, en un trabajo del grupo se habia
descrito que BMP6 se encuentra sobreexpresada de forma aberrante en el hipocampo
de los animales SAMPS8, a nivel tanto de mRNA como de proteina, y que este aumento
interfiere con la maduracién de las nuevas neuronas y ademas causa una deplecién de
las células madre, que parecen diferenciarse a astrocitos (Diaz-Moreno M. et al., 2018).
Para completar el estudio del efecto de la proteina BMP6 sobre el hipocampo adulto,
decidimos extraer células madre y progenitores del hipocampo de ratones salvajes
Crl:CD1 de 2 meses de edad y ver si BMP6 era suficiente in vitro para simular el fenotipo
observado in vivo. Nuestros datos sugieren que un estimulo de BMP6, en presencia de
mitogenos, sobre estas células produce la activacidon de la ruta candnica de las BMPs, a
través de la fosforilacion de SMAD1/5/8, y esto a su vez, promueve la salida del ciclo
celular y la diferenciacién de las AH-NSPCs a células astrogliales (Figura 49). Esta salida
de ciclo celular es tal que un estimulo continuo de BMP6 produce el agotamiento del
cultivo (Figura 49 B), que no puede ser expandido con los sucesivos pases. El
agotamiento del cultivo puede ser atribuido completamente a la salida de ciclo y
diferenciacién astroglial, ya que no encontramos indicios ni de senescencia o ni de
muerte celular (Figura 50). Este efecto de BMP6 contrasta con el efecto atribuido a
BMP4, pues un estimulo de dicha proteina es capaz de inducir la salida de ciclo celulary
entrada en un estado de quiescencia reversible (Mira H. et al., 2010), siendo la

diferenciacidén astroglial un proceso irreversible.
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Otro punto importante es la procedencia de esta BMP6 en el hipocampo de
animales adultos y envejecidos. Como hemos mencionado anteriormente se ha descrito
un incremento aberrante de los niveles de BMP6 en el hipocampo de los animales con
el avance de la edad, asi como en pacientes con la enfermedad de Alzheimer y ratones
transgénicos modelo de esta enfermedad (Diaz-Moreno M. et al., 2018; Crews L. et al.,
2010). Los resultados de esta tesis apoyan la idea de que este aumento puede provocar
efectos adversos sobre la estructura y la viabilidad de las células del GD del hipocampo.
Sin embargo, en la actualidad no se conoce la procedencia de esta proteina ni la razon

por la cual se acumula en el hipocampo con la edad del individuo.

La primera hipdtesis con respecto a la procedencia de BMP6 fue pensar que se
tratase de un efecto auténomo celular, y que fuesen las propias AH-NSPCs las
responsables de la expresidn de dicha proteina. Para ello decidimos trabajar con AH-
NSPCs extraidas de los animales SAMP8, el modelo de envejecimiento acelerado
empleado en esta tesis. Sin embargo, nuestros resultados muestran que las AH-NSPCs
provenientes de animales SAMP8 no expresan mdas BMP6 que sus correspondientes
controles (SAMR1), si no que en todo caso existe una reduccion en su expresion (Figura
51 y 55). También hemos podido observar una tasa de crecimiento inferior en estas
células que no puede ser revertida por el inhibidor de BMPs Noggin (Figura 52 y 53), lo
que indicaria que las BMPs expresadas endégenamente por las AH-NSPCs no son la
causa. Nuestros datos también muestran como ambos tipos celulares, las AH-NSPCs de
SAMR1 y de SAMP8, son capaces de responder a un estimulo externo de BMP6 de la
misma manera, aumentando los niveles de gliogénesis y disminuyendo la adquisicién
del marcador Ki67, abandonando las células el ciclo celular (Figura 54), al igual que
ocurre al tratar las células aisladas de animales Crl:CD1 jovenes. Todos estos datos
sugieren que la pérdida precoz de células madre descrita durante el envejecimiento en
el GD de SAMP8 no se debe a un efecto auténomo celular, sino a un efecto exdgeno
producido por el acimulo de BMP6 en el nicho del hipocampo que disminuye la
proliferacion celular y promueve la gliogénesis. Cabe destacar, que también hemos
podido observar que las AH-NSPCs provenientes de ratones SAMP8 presentan un
alargamiento del ciclo celular de manera intrinseca que no puede explicarse por el

efecto de BMP6 que nosotros describimos pero que justifica la tasa de crecimiento
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inferior de estos cultivos. Se trata de una caracteristica similar a la encontrada en los
estudios recientes realizados en las células madre de la ZSG durante el envejecimiento

(Apostolopoulou M, et al. 2017).

Teniendo en cuenta los datos anteriores, el objetivo de futuros estudios deberia
ser el de dilucidar con mayor precision la fuente o fuentes exdgenas de la BMP6 que se
acumula en el hipocampo, y que a dia de hoy aun se desconoce. Valoramos la posibilidad
de que fuesen las células microgliales las responsables de dicho acimulo de BMP6, pues
se habia descrito la co-localizacion de BMP6 en células de microglia de animales viejos
mediante inmunofluorescencia (Yousef H. et al., 2015). Sin embargo, nuestros
resultados no apoyan dicha hipétesis (Figura 55 D). Datos de RNAseq obtenidos con
cultivos de astrocitos de animales SAMR1 y SAMP8 por otro grupo de investigaciéon
sugieren que la astroglia podria estar produciendo mas BMP6 (Garcia-Matas S. et al.,
2015). Por otro lado, el analisis de las bases de datos de expresién de RNA a nivel de
célula unica (sc-RNAseq) sugieren que las células con mayor nivel de expresién de BMP6
en el cerebro son las de las leptomeninges (Zeisel A. et al., 2015). De hecho, por
inmunofluorescencia hemos sido capaces de detectar la expresiéon de BMP6 a nivel de
proteina en las meninges del cerebro de ratones jévenes. Sin embargo, no sabemos si
los niveles de BMP6 en las meninges aumentan con la edad ni el papel que esto puede
tener. Es interesante resaltar que se ha descrito la expresion de otra BMP
(concretamente BMP7) en las meninges del ratén, y que esta expresién durante el
desarrollo juega un papel muy relevante en el crecimiento de los axones del cuerpo
calloso (Choe Y. et al., 2012). Posiblemente, la BMP7 de las meninges es necesaria
también para la supervivencia de la glia radial y la neurogénesis durante la
corticogénesis (Segklia A. et al., 2012) y es esencial asimismo para el correcto desarrollo
del giro dentado. De hecho, |a deleccion de Bmp7 en las meninges empleando animales
knockout condicionales causa una reduccion en el numero de células madre LEF1* del

GD y del numero de neuronas granulares ya a E15.5/E17.5 (Choe Y. et al., 2013).

Finalmente, cabe destacar que el aumento de BMP6 observado con la edad en el
hipocampo de animales viejos coincide con el aumento de BMP6 circulante en el suero

de ratones CD1 (Figura 56). Esto abre la posibilidad de que el acimulo de BMP6 no sea
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especifico del hipocampo, si no de que se trate de un aumento sistémico de esta
proteina. Obtuvimos datos similares al estudiar los niveles de la proteina BMP6 en el
suero de animales SAMP8 y SAMR1, asi como en el suero de animales progéricos (no
mostrado) pero no de animales del modelo 5xFAD de Alzheimer, lo que sugiere que el
aumento en suero seria caracteristico del envejecimiento per se. Nuestros datos de
hecho reflejan un aumento con la edad de la BMP6 procedente del suero en animales
SAMR1, y, aunque no observamos este aumento en animales SAMP8 con el paso del
tiempo, si que podemos concluir que, a edades tempranas, antes de los sintomas
neurodegenerativos, los animales SAMP8 presentan una mayor cantidad de esta
proteina que sus respectivos controles (Figura 57). Futuros estudios deberan determinar
si el aumento de BMP6 sistémica de estos animales a edades tempranas pueden
provocar un efecto negativo sobre la neurogénesis, o si el aumento sistémico de esta
proteina tiene alguna relacion con el acimulo descrito en el nicho del hipocampo, bien
porque cruce la barrera hematoencefalica o de forma indirecta. En este sentido, se han
realizado estudios de parabiosis heterocroénica en los cuales se ha podido observar que
factores sistémicos pueden modular la sefializacidn de los nichos neurogénicos. De esta
forma el entorno sistémico de un animal joven es capaz de promover la neurogénesis
adulta en un animal viejo, y viceversa, las sefales sistémicas circulantes en un animal
viejo disminuyen la neurogénesis adulta de un animal joven (Convoy IM. et al., 2005).
Estudios mas recientes han podido identificar a la quimioquina CCL11 como un factor
sistémico relacionado con la edad y asociado a la pérdida de neurogénesis. De hecho, la
administracion intraperitoneal de este factor reduce de manera significativa los niveles
de células DCX* en el GD de ratones (Villeda SA. et al., 2011). En otros estudios se ha
observado que la inyeccidn intravenosa de sangre procedente de ratones jovenes en
ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer y APP aporta factores solubles
que son capaces de disminuir las proteinas neuronales que sirven como marcadores de
la neurodegeneracidn. Por ejemplo, se ha observado un aumento de los niveles de
proteinas sindpticas tras inyectar sangre procedente de ratones joévenes en ratones
transgénicos para APP a pesar de los niveles de amiloide de estos, asi como una mejora
en las capacidades de aprendizaje y memoria de los animales (Middeldorp J. et al.,
2016). Estos datos, junto con los expuestos en esta tesis, nos llevan a formular la

hipdtesis un tanto arriesgada de que la proteina BMP6 pueda ser un factor sistémico
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asociado a la edad vy relacionado con la pérdida de la neurogénesis hipocampal. Sin
embargo, seran necesarios nuevos estudios que confirmen esta idea. También seria
interesante poder evaluar los niveles circulantes de BMP6 en suero humano durante el
envejecimiento o incluso en suero de pacientes con Alzheimer, con vistas a determinar

si puede tener algln valor como marcador temprano de la enfermedad.
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Conclusio



Las proteinas BMPs participan en el proceso de diferenciacién neuronal a través
de los receptores de BMPs de tipo | y tipo |l expresados a lo largo del proceso. El
receptor de tipo | BMPR1A juega un papel temprano en el proceso, mientras que

los receptores BMPR1B y ACVR1 juegan un papel tardio.

Los ligandos BMP2 y BMP4 son pro-neurogénicos in vitro. En ensayos de
diferenciacién celular, la exposicién de AH-NSPCs a estos ligandos es suficiente
para aumentar el porcentaje de células Blll-tubulina positivas. Estas proteinas
inducen la diferenciacion al linaje neuronal en las primeras 24 horas del proceso
através de la activacion de la ruta candnica de las BMPs, como demuestran tanto
el aumento de PSmad1/5/8 como el bloqueo de la diferenciacién neuronal por

el inhibidor especifico de la ruta canénica DMH1.

El efecto neurogénico producido por las proteinas BMP2/4 esta ligado a la
sefializacion candnica de las WNTs, siendo dependiente de la expresién del gen
Lef1. La activacidon de ambas rutas de sefializacidon simultdaneamente produce un
efecto sinérgico que aumenta el grado de diferenciacion neuronal de las AH-

NSPCs in vitro.

La expresion de Lefl en AH-NSPCs esta regulada de forma directa por la
sefalizacidn candnica de las BMPs, dado que el promotor de Lef1 presenta sitios

de unidn para las proteinas SMADs.

Las proteinas BMP2/4/6 modulan las etapas madurativas del proceso
neurogénico en ensayos in vitro. Este proceso depende de la sefializacion no
candnica desencadenada por estas proteinas, siendo necesaria para el proceso

la expresidn y actividad de la quinasa LIMK, junto con JNK, MEK y Rho/ROCK.
La proteina BMP6 requiere del receptor de BMPs tipo || BMPR2 durante la

maduracién neuronal, ya que el silenciamiento de la expresion de éste por medio

de RNA de interferencia bloquea el efecto madurativo de BMP6. De la misma
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10.

11.

forma, la inhibicién quimica del receptor de tipo | ACVR1 también disminuye el

efecto madurativo de la proteina.

La expresion de una forma constitutivamente activa de los receptores de BMPs
tipo | ACVR1 y BMPR1B a través de vectores virales incrementa la maduracion
neuronal in vitro. La expresion constitutiva de BMPR1B aumenta el numero de
neuritas primarias y secundarias in vitro, mientras que la expresion constitutiva

de ambos receptores de tipo | tiene un efecto al alza sobre la longitud neuritica.

Las proteinas BMPs pueden inducir un efecto negativo sobre la maduracion tal y
como ocurre al exponer las AH-NSPCs a una alta concentracién de BMP6 in vitro
o al expresar mediante electroporacion in vivo las formas constitutivamente

activas de los receptores tipo | ACVR1 y BMPR1B bajo un promotor fuerte (CAG).

La expresién de las formas constitutivas de los receptores de BMPs tipo |
BMPR1B y ACVR1 en el hipocampo de animales Crl:CD1 bajo un promotor fuerte
(CAG) inducen la desregulacion de la mayoria de los parametros morfoldgicos
que presentan las neuronas. Observamos un descenso en el nimero y longitud
de dendritas secundarias, un aumento de la conformacién neuronal en forma de
“V”, mayor migracion a lo largo de la capa granular, asi como una pérdida de la

densidad de espinas dendriticas.

La exposicion a BMP6 induce la salida de ciclo celular de AH-NSPCs procedentes
de animales Crl:CD1 y la extincién del cultivo, asi como la gliogénesis. En este

proceso no intervienen la muerte celular ni la senescencia.

Las AH-NSPCs procedentes de animales SAMP8 presentan in vitro una tasa de
crecimiento inferior a sus respectivos controles SAMR1 que no puede atribuirse
a una mayor sefializacion de BMPs, ya que la exposicidon al inhibidor de BMPs

Noggin no es capaz de rescatar el fenotipo.
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12.

13.

El aumento de BMP6 en el hipocampo y su efecto sobre las AH-NSPCs durante el
envejecimiento no es auténomo celular, pues las AH-NSPCs procedentes de
animales SAMP8 no expresan mds BMP6. De la misma forma, las células
microgliales no expresan mas BMP6 en animales SAMP8. Datos preliminares
sugieren que las meninges vy, tal vez, los astrocitos son posibles fuentes celulares

de BMP6.

La proteina BMP6 aumenta a nivel sistémico durante el envejecimiento como se
puede observar en animales Crl:CD1. Los animales SAMP8 presentan mayores
niveles de BMP6 a edades tempranas que sus respectivos controles SAMR1,
aungue no se observa un aumento de esta proteina con la edad. Sin embargo,
los animales transgénicos FAD, triple mutante para Tau, APP y PS1, no presentan

un aumento de BMP6 con respecto a sus controles.
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Neuronal production from neural stem cells persists during adulthood in the subgranular zone of the
hippocampal dentate gyrus. Extracellular signals provided by the hippocampal microenvironment
regulate the neuronal fate commitment of the stem cell progeny. To date, the identity of those signals
and their crosstalk has been only partially resolved. Here we show that adult rat hippocampal neural
. stem and progenitor cells (AH-NSPCs) express receptors for bone morphogenetic proteins (BMPs) and
. that the BMP/P-Smad pathway is active in AH-NSPCs undergoing differentiation towards the neuronal
. lineage. In vitro, exposure to the BMP2 and BMP4 ligands is sufficient to increase neurogenesis from
© AH-NSPCs in a WNT dependent manner while decreasing oligodendrogenesis. Moreover, BMP2/4 and
© WNTS3A, a key regulator of adult hippocampal neurogenesis, cooperate to further enhance neuronal
production. Our data point to a mechanistic convergence of the BMP and WNT pathways at the
level of the T-cell factor/lymphoid enhancer factor gene Lef1. Altogether, we provide evidence that
BMP signalling is an important regulator for the neuronal fate specification of AH-NSPCs cultures
and we show that it significantly cooperates with the previously described master regulator of adult
hippocampal neurogenesis, the WNT signalling pathway.

. Neurogenesis in mammals persists throughout adult life in specific brain locations or “niches” due to the exist-
. ence of reservoirs of largely quiescent neural stem cells (NSCs) that can generate new neurons through a series
. of intermediate progenitors. The two main niches in rodents are located in the subgranular zone (SGZ) of the
. hippocampal dentate gyrus and in the ventricular-subventricular zone or subependymal zone (SEZ) of the lat-
© eral ventricles [reviewed in"?]. The activation of quiescent neural stem cells to give rise to progenitor cells, their
expansion, neuronal cell fate determination, migration and full differentiation are the main sequential phases
required for proper adult neurogenesis. Local niche signals from the neural stem cell microenvironment dynami-
cally regulate all these phases [reviewed in’]. Among these signals, short-range niche morphogens, including lig-
ands from the WNT and Bone morphogenetic protein (BMP)/Growth and Differentiation Factor (GDF) families,
are thought to play a prominent modulatory role.
WNT ligands are secreted glycoproteins implicated in a variety of brain developmental processes*>. WNTs
signal through the Frizzled receptors and several co-receptors, such as LRP5 and LRP6, and elicit both canonical
. and non-canonical signalling pathways. In the canonical (3-catenin-dependent) pathway, WNT leads to the stabi-
. lization of B-catenin and its entrance into the nucleus where it binds to T-cell factor/lymphoid enhancer-binding
. factor (TCF/LEF) transcription factors, activating WNT target genes®. Adult NSCs and progenitor cells secrete
functional ligands that stimulate a baseline WNT autocrine signalling necessary for maintaining multipotency”*.
Concomitantly, WNT ligands are also released from niche astroglial cells, exerting paracrine effects on NSCs/
© progenitors that regulate some of the sequential steps of adult neurogenesis. As an example, WNT7A secreted
from SEZ astrocytes promotes NSC self-renewal through the non-canonical signalling pathway’ whereas WNT3
secreted from hippocampal astrocytes promotes neuronal differentiation through the canonical signalling
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pathway'®. In vivo studies also demonstrate that the 3-catenin-mediated canonical signalling is required for
proper adult neurogenesis''. Moreover, WNTs are key for the terminal differentiation of the newborn neurons
and control late phases of adult neurogenesis, such as dendritogenesis and migration'>"”. Despite this prominent
role of the WNT pathway in adult neurogenesis, its interaction with other niche signalling pathways remains
poorly characterized.

The BMP/GDF signalling pathway plays a crucial role in regulating the adult neurogenesis process®. BMPs
and GDFs are the largest subfamily of the TGF-( ligand superfamily. Two of the BMP/GDF subgroups, the Dpp
class (BMP2/4) and the 60 A class (BMP5-8) markedly influence neurogenesis during brain development, but
their precise function in adult neurogenesis remains less explored. BMP ligands signal through a heterotetrameric
complex formed by two types of Ser-Thr kinase receptors (type 1 and type 2 receptors). In vitro binding assays
have shown that type 2 receptors (BMPR2, Act-RIIA, Act-RIIB) interact similarly with all BMP ligands from
the Dpp and 60 A class. However, type 1 receptors bind the ligands with variable affinities and consequently,
the specificity in ligand recognition is dictated through the identity of the BMP type 1 receptor expressed by
the cells. There are three main type 1 receptor family members: BMPR1A (ALK3), with high affinity for the
Dpp protein family'%, and BMPR1B (ALK6) and ACVR1 (ALK2), with affinity for the 60 A protein family'*-1°.
Regardless of the combination of type 1/type 2 receptors in the heterotetrameric complex, the ligand-receptor
interactions can trigger either the canonical (SMAD-dependent) or the non-canonical (SMAD-independent)
signalling pathways'’. In the canonical pathway, SMADI, 5 and 8 are phosphorylated at the C-terminus by the
activated type 1 receptor and then complex with SMAD4 and translocate into the nucleus. The complex interacts
with co-activators or co-repressors to regulate gene expression. In the adult hippocampus, several studies have
established a principal role for the type 1 receptor BMPR1A and for canonical BMP signalling in regulating the
balance between NSC quiescence and proliferation'®-*2. However, the function of this family of morphogens and
receptors in neuronal fate determination during adulthood remains less characterized.

Herein, we investigated the role of canonical BMP signalling in promoting neurogenesis from adult rat hip-
pocampal neural stem and progenitor cells (AH-NSPCs). We show that a short exposure to BMP ligands from the
Dpp class (BMP2 and BMP4) elicits the SMAD-dependent canonical signalling pathway in AH-NSPCs, which is
sufficient to specify the neuronal fate of the stem cell progeny while decreasing oligodendrogenesis, but without
affecting the astrocyte fate. Overexpression of a constitutive active form of the type 1 receptor BMPR1A recapit-
ulates the phenotype. The increase in neurogenesis triggered by BMP2/4 requires endogenous canonical WNT
signalling. We also describe in detail a synergistic crosstalk between the BMP and WNT canonical signalling that
leads to an increase in neurogenesis, and we provide evidence for a role of the transcription factor LEF1 in the
mechanistic convergence of the BMP and WNT pathways.

Experimental Procedures

Animals. 2 month old Crl:CD1 males were used to dissect the hippocampal dentate gyrus. Mice were main-
tained under SPF conditions and all manipulations were approved by the Committee for Research Ethics and
Animal Welfare of the Instituto de Salud Carlos III, Spain. All experiments were performed in accordance with
the Spanish and European guidelines and regulations (RD53/2013).

Cell Culture. For proliferation and differentiation assays we used rat Adult Hippocampal Neural Stem and
Progenitor Cells (AH-NSPC)*. AH-NSPCs were maintained in N2 medium, DMEM/F-12(1:1) (Gibco) adding
N2 Supplement (100x) (Gibco), with 20 ng/ml of human fibroblast growth factor 2 (FGF-2) (PeproTech), growing
in poly-ornitine (10 ug/ml)/laminin (5 pg/ml) (Sigma-Aldrich/Millipore) coated dishes (Hsieh et al., 2004). For
the differentiation assays AH-NSPCs were cultured in MW24 dishes using poly-ornitine/laminin treated 12 mm
cover glasses (ThermoScientific), recombinant BMP2, BMP4, BMP7 and WNT3A (PeproTech) were added at
the indicated concentration, using 1 uM Retinoic Acid (Sigma-Aldrich) and 5puM Forskolin (Sigma-Aldrich) as
positive control®. In those experiments in which we inhibited the p38 MAPK pathway we used 1 uM of SB203580
(Abcam). To inhibit the 3-catenin-dependent WNT canonical pathway we used 1 and 5uM of XAV939 (Sigma).
The caBMPRI1a retroviral vector was kindly provided by Kinichi Nakashima, Kyushu University, Japan. The GFP
and LEF1-GFP lentiviral vectors were from OriGene.

Immunostaining. Cultured cells were fixed with 2% paraformaldehyde (Panreac). Samples were incu-
bated with blocking solution (10% Fetal Bovine Serum, 0.2% Triton-X100). Primary and secondary antibod-
ies used for the stainings are as follows: Monoclonal Anti-Neuronal Class III 3-Tubulin 1:250 (Covance, Ref.
mms-435p), Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein 1:300 (Sigma-Aldrich, Ref. g3893), Polyclonal
Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein 1:300 (Dako, Ref. z0334), Anti-Myelin Basic Protein 1:40 (Abcam, Ref.
ab2404), Phospho-Smad1/Smad5/Smad8 Antibody 1:100 (Cell Signalling, Ref. 9511), Monoclonal Anti-O4
1:150 (Sigma-Aldrich, Ref. MAB345), Goat Anti-Doublecortin (C-18) (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc8066),
Monoclonal Anti-Nestin [Rat-401] 1:500 (Abcam, Ref. ab11306), Polyclonal Goat Anti-SOX2 1:300 (R&D
Systems, Ref. af2018), Rabbit monoclonal anti-Ki67 1:50 (Thermo Scientific, Ref. RM-9106), Monoclonal
Anti-MAP2 (2a+ 2b) clone AP-20 1:300 (Sigma-Aldrich, Ref. M1406), Monoclonal anti-ID1 (B-8) 1:100
(Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc133104), Cy3 Goat anti-Mouse 1:2000 (Jackson ImmunoResearch, Ref. 115-
166-062), Cy3 Donkey anti-Rabbit 1:2000 (Jackson ImmunoResearch, Ref. 711-165-152), Alexa 488 Donkey
anti-Rabbit 1:500 (Jackson ImmunoResearch, Ref. 711-546-152), Biotinylated Donkey Horse anti-Goat 1:200
(Vector Laboratories, Ref. BA-9500) and Cy5 Streptavidin 1:400 (Jackson ImmunoResearch, Ref. 016-170-
084). The RIP monoclonal antibody developed by S. Hockfield was obtained from the Developmental Studies
Hybridoma Bank, created by the NICHD of the NIH and maintained at The University of lowa. DNA was stained
with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 10 ug/ml (Sigma). Samples were processed with Dabco/Mowiol 1/20
(Sigma/Merck), and analysed with an ImageA1 Axio microscope (Carl Zeiss).
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Gene Expression analysis. RNA was extracted from cells or 2-month old wild type (CD-1) mice using
lustra RNAspin Mini Kit (GE Healthcare) and measured with a Microplate Reader (Infinite M200 TECAN).
cDNA was obtained by reverse-transcription (RT) employing PrimeScrip RT Reagent kit (Takara). Gene expres-
sion was determined by quantitative polymerase chain reaction (QPCR) in a LightCycler480 (Roche) using SYBR
PremixEX Taq (2% ) (Takara) and the corresponding forward and reverse primer for each gene, following the
manufacturer protocol. Data were analysed according to the 2724 method?". Primer sequences are available
upon request.

Western-blot assays. Cell extracts were fractionated by SDS-PAGE and transferred to a polyvinylidene dif-
luoride (PVDF) membrane following the manufacturer’s protocol (Bio-Rad). Membranes were incubated with 5%
nonfat milk or 3% BSA (Sigma) in TBST for 60 min. Primary and secondary antibodies used for the western-blot
assays are as follows: Phospho-Smadl/Smad5/Smad8 antibody (Cell Signalling, Ref. 9511 and Ref. 13820),
Smad1/5/8 (N-18)-R antibody (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-6031-r), Neuronal Class III 3-Tubulin anti-
body (Covance, Ref. mms-435p), Glial Fibrillary Acidic Protein antibody (Dako, Ref. z0334), Goat Doublecortin
(C-18) antibody (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc8066), Phospho-LRP6 (Ser1490) antibody (Cell Signalling,
Ref. 2568), 3-actin antibody (Sigma-Aldrich, Ref. a5441), Donkey anti-Rabbit ECL 1:50000 (Amersham, Ref.
na934), Sheep anti-Mouse ECL 1:50000 (Amersham, Ref. na931), Donkey anti-Goat HRP 1:10000 (Santa Cruz
Biotechnology, Ref. sc-2020).

Phylogenetic tree and Lef1 Promoter Characterization. Phylogenetic Tree distances between BMPs
were calculated using CLUSTAL-W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) using default settings and the
alignment viewer AliView. The accession numbers of the BMP protein sequences analysed in mouse were as
follows: BMP2 (NP_031579.2), BMP4 (AAH13459.1), BMP5 (NP_031581.2), BMP6 (NP_031582.1), BMP7
(NP_031583.2), BMP8A (NP_031584.1) and BMP8B (NP_031585.2). The 5kb sequence upstream of the initial
ATG start codon from the Rattus norvegicus Lefl gene was retrieved (gil389673387:821409826409), and pro-
moter and transcriptional factor binding sites analysis were carried out using Genomatix Promoter Inspector and
Matlnspector tool (Genomatix Software Suite v3.0).

Chromatin ImmunoPrecipitation (ChIP). AH-NSPC were treated with BMP4 (25 ng/ml) for 6 h.
Proteins and DNA were crosslinked for 10 mins with formaldehyde 37% (Panreac) to a final concentration of
1%. Extracted material was sonicated using a UP50H Ultrasonic Processor (Hielscher), sonication conditions
were as follow: 30% amplitude, 10 sec x20 pulses. Proteins were pulled down using 60 ul Protein A agarose/
Salmon Sperm DNA (Millipore) and 10 ug of Smad4 Antibody (H-552) (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-7154).
ChIP Dilution Buffer, Low Salt Inmune Complex Wash Buffer, Hight Salt Inmune Complex Wash Buffer, LiCl
Immune Complex Wash Buffer, TE Buffer and SDS Lysis Buffer were prepared as described in Chromatin
Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Upstate). Immunoprecipitated material was amplified by PCR using
DNA polymerase (Biotools), 10x Standard Reaction Buffer with 2mM MgCl, (Biotools), 240 uM dNTP Mix
(Invitrogen) and LefI promoter primers (sequences available upon request).

Statistical Analysis. The statistical significance of the difference between means for the kinetics experiments
was assessed by one-way ANOVA, using the Tukey test as post-hoc comparison. To determine the significance
of the BMP2/4 and WNT3A synergic effect we used two-way ANOVA analysis of the percentage of neurons. The
significance between means of the remaining experiments was calculated using paired 2-tailed Student ¢ test. All
the values correspond to average & sem, and those with a P value < 0.05 were considered significant ("P < 0.05;
“P<0.01; ""P<0.001). Arcsen transformation was carried out for the statistical analysis of percentages.

Results
BMP ligands and BMP receptors are expressed in the adult hippocampal dentate gyrus and are
differentially regulated during AH-NSPC differentiation. Based on sequence similarity and function,
BMP ligands can be subdivided into several subgroups that share a number of BMP type 1 and type 2 receptors
(Fig. 1A). To gain a deeper understanding on their role in adult neurogenesis, we first examined their expression
in the adult mouse hippocampal dentate gyrus (DG) and in cultured adult hippocampal neural stem and progen-
itor cells (AH-NSPCs) from rat by quantitative RT-PCR. On the basis of the C, (cycle threshold) values, we found
that most BMP ligands and receptors are expressed at the mRNA level in the adult DG (Supplementary Fig. S1).
We next evaluated the timing of BMP receptor expression in AH-NSPC cultures undergoing differentia-
tion. AH-NSPCs were induced to differentiate for up to 14 days in vitro (DIV) using a combination of Retinoic
Acid (RA) and Forskolin (FSK), a well-established treatment that facilitates the acquisition of the neuronal
fate (Fig. 1B,C; Hsieh et al., 2004). After RNA extraction and cDNA synthesis, the gene expression pattern of
the BMP type 1 receptors (Bmprla, Bmprlb and Acvrl) and the BMP type 2 receptors (Bmpr2, Acvr2a and
Acvr2b) was determined by quantitative RT-PCR and referred to the housekeeping genes Sdha (Fig. 1) and
188 (Supplementary Fig. S2). Increased expression of the neuronal cytoskeleton gene BIII-tubulin (Tubb3) and
decreased expression of the immature intermediate filament gene Nestin (Nes) were used to confirm the differen-
tiation of the cultures (Fig. 1D,E). Our results showed a decrease in the expression of Bmprla and an increase in
the expression of Bmprlb and Acvrl as the cells differentiate (Fig. 1F-H). Expression of Bmpr2 at the mRNA level
remained relatively constant during the process whereas Acvr2a and Acvr2b expression progressively decreased
(Fig. 11-K). This regulated gene expression profile of the type 1 and type 2 receptors suggests an early role for
BMPRI1A, BMPR2, ACVR2A, ACVR2B and a late role for BMPR1B, ACVR1, BMPR2 during adult hippocampal
neurogenesis.
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Figure 1. Expression of BMP ligands and BMP receptors in the adult hippocampal dentate gyrus and in AH-
NSPCs undergoing differentiation. (A) Phylogenetic Tree showing distances between the mouse BMPs (left).
The tree was generated using the alignment viewer ‘AliView’. The preferred typel/2 receptors bound by the
different BMP ligands are also shown (right). (B-C) Differentiation of AH-NSPCs in control medium (N2)
or N2 supplemented with Retinoic Acid (RA, 1 uM) and Forskolin (FSK, 5uM) during 4 days in vitro. The
percentage of neurons (N), astrocytes (A) and oligodendrocytes (O) was analysed by immunostaining against
Tubulin BIII (Tujl), Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and Myelin Basic Protein (MBP), respectively. The
RA + FSK treatment favoured neuronal differentiation (average + sem, n = 3, two-tailed T-test: *"P < 0,001).
(D-K) Relative gene expression (RE) patterns during the time course of AH-NSPC differentiation for Tubb3
(D), Nes (E), Bmprla (F), Bmprlb (G), Acvrl (H), Bmpr2 (1), Acvr2a (J) and Acvr2b (K). Sdha was used as the
housekeeping gene and expression levels were referred to those of proliferating AH-NSPCs grown in fibroblast
growth factor 2 (FGF). Data correspond to average = sem of n =3 independent experiments analysed by the
2-24C method (ANOVA: "P < 0.05; “P < 0.01; *"*P < 0.001). Scale bar in B, 25 um.

SCIENTIFICREPORTS| (2018) 8:9241 | DOI:10.1038/s41598-018-27581-0 4



www.nature.com/scientificreports/

BMP2 and BMP4 are pro-neurogenicin AH-NSPCs.  Since AH-NSPCs express different receptor com-
binations throughout differentiation, we next analysed whether BMP ligands with different affinities for those
receptors influence neurogenesis. To this end, we cultured AH-NSPCs in the absence of mitogenic stimulation
but in the presence of an increasing concentration of several prototypic BMP ligands: BMP2 and BMP4 recom-
binant proteins, belonging to the Dpp subgroup that preferentially bind to BMPR1A; and BMP7 recombinant
protein, belonging to the 60 A family that is best bound by BMPR1B and ACVR1'*">. After 4 DIV, neurogenesis
was measured by immunostaining against the neuronal marker BIII-tubulin (TuJ1). Our data show that BMP2
and BMP4 induce a marked dose-dependent increase in the percentage of TuJ1* neurons, while BMP7 has a very
mild effect (Fig. 2A,B). BMP2/4 also increased the number of neurons expressing the immature neuronal marker
doublecortin (DCX) and the more mature neuronal marker MAP2 (25 ng/ml BMP4: 6.7 +1.1% MAP2" cells,
avergage + sem, n =3) compared to the control condition (N2 medium: 0.4 £ 0.2% MAP2" cells, avergage + sem,
n=3, P<0.01, two-tailed T-test; Supplementary Fig. S3). Western blot analysis showed increased protein levels
of BIII-tubulin and doublecortin (DCX) after BMP2/4 exposure (Supplementary Fig. S4), indicating altogether
that ligands of the BMPRI1A receptor such as BMP2/4 may be involved in instructing a neuronal cell fate in vitro.
In support of this view, transduction of AH-NSPCs with a retroviral vector overexpressing a constitutive active
form of BMPRIA mimicked the pro-neurogenic effect triggered by BMP2/4 (Fig. 2C). In addition, we found
a reduction in oligodendrocytes in cultures treated with BMP2/4 but no change in the number of astrocytes
(Fig. 2D and Supplementary Fig. $3), suggesting that BMP2/4 induce neurogenesis while decreasing oligoden-
drogenesis. Of note, a large fraction of the cells in the culture remained undifferentiated at 4 DIV (28.4 4+2.4% of
the cells were SOX2* stem/progenitors in 25 ng/ml BMP4 vs. 62.6 4= 5.2% in control N2 medium, avergage & sem,
n=3, P<0.01, two-tailed T-test). Out of the SOX2™" cells, only 16.4 & 3.7% were cycling (Ki67") in the presence
of BMP4, suggesting that most of the AH-NSPCs that did not engage in the differentiation programme stayed
quiescent!’.

Since Bmprla is markedly expressed in undifferentiated AH-NSPCs and decreases throughout the neuronal
differentiation process' (Fig. 1F), we hypothesized that BMP2/4 would be acting very early in the neurogenic lin-
eage, influencing the cell fate choice decision of the AH-NSPC progeny. To test this idea, we transiently exposed
AH-NSPCs to BMP2 or BMP4 for 24 hours (1 DIV) and then cultured the cells for 3 additional days in the
absence of BMP stimulation (Fig. 3A). We found that AH-NSPCs exposed to BMP2 or BMP4 for 1 DIV reached
similar neuronal differentiation levels than AH-NSPCs cultured for 4 DIV in the continuous presence of BMPs
(Fig. 3B-D). These data show that a brief BMP2/4 treatment during the initial stages of differentiation is sufficient
to promote neurogenesis and indicate that BMP2/4 can specify the neuronal fate of AH-NSPCs within the first
24 hours of the differentiation time course.

BMP2 and BMP4 induce neurogenesis through the activation of the BMP canonical path-
way. We next wanted to check whether BMP2/4 signal through the SMAD-dependent canonical pathway.
AH-NSPCs were treated with BMP2 or BMP4 and were then analysed at different time points by immunoflu-
orescence, Western blot and quantitative RT-PCR. As shown in Fig. 4, BMP2 and BMP4 rapidly triggered the
phosphorylation and nuclear translocation of SMAD1/5/8 (Fig. 4A-C) and upregulated the expression of the
SMAD target gene Id1 (Fig. 4D and Supplementary Fig. S3) confirming the activation of the canonical pathway.
In agreement with this finding, inhibition of non-canonical BMP signalling employing the P38MAPK inhibitor
SB203580 had no effect on the increase in neurogenesis induced by BMP2/4 exposure (Fig. 4E). Phosphorylation
of SMAD1/5/8 was transient and decreased after the initial 24 hours of stimulation with the BMP ligands, indi-
cating that AH-NSPCs did not maintain sustained activation of the BMP canonical pathway during the 4 DIV
differentiation period (Fig. 4C and Supplementary Fig. S6). This further reinforces the view that the signalling
inducing the neuronal fate occurs in the first 24 hours (1 DIV) of the differentiation process (Fig. 3). Together,
the data indicate that BMP2 and BMP4 enhance neuronal production through the transient activation of the
P-SMAD1/5/8-dependent canonical signalling pathway.

BMP2/4 canonical signalling synergizes with WNT canonical signalling to increase neurogene-
sis. It has been previously reported that adult hippocampal neurogenesis is tightly regulated by the canonical
WNT/(-catenin signalling pathway, both in vitro and in vivo [reviewed in**], and that WNT3/WNT3A ligands
markedly enhance the neuronal differentiation of AH-NSPCs'**. Given the phenotypic similarity resulting from
the activation of the BMP and WNT pathways, we searched for a possible crosstalk between the two.

To this end, we first exposed AH-NSPCs to increasing amounts of the WNT3A ligand and confirmed that
recombinant WNT3A increased the number of neurons at 4DIV in a dose-dependent manner (Fig. 5A,B).
Interestingly, as with BMP2/4, the acquisition of the neuronal fate in the presence of WNT3A was also accompa-
nied by a reduction in the oligodendroglial fate (Fig. 5C). In addition, we confirmed that WNT3A triggered the
canonical pathway in AH-NSPCs, since it increased the phosphorylation of LRP6 (Fig. 5D) and the expression of
the Axin2 gene (Fig. 5E).

Having verified the pro-neurogenic effect of WNT3A, we next exposed AH-NSPCs to low doses of the
BMP2/4 and WNT3A ligands separately or in combination to test for a possible interaction between the two
pathways (Fig. 6A-C). Statistical analysis by 2-way ANOVA revealed a significant synergistic effect in neurogen-
esis of the BMP and WNT factors (F, ,s=14.642, P <0.001). At BMP2 and WNT3A concentrations of 25 ng/ml,
a marked raise in TuJ1% cells was elicited with a 19-fold increase in the number of neurons when both ligands
were present, relative to the 5- and 3.5-fold increases elicited by BMP2 or WNT3A treatments alone, respectively
(Fig. 6A). A similar profile was obtained for BMP4 and WNT3A (F, 5,=5.851, P < 0.05, Fig. 6B).

The pro-neurogenic BMP2/4 activity requires endogenous canonical WNT signalling and is
linked to LEF1 expression. Given that WNT signalling is absolutely required for neurogenesis to proceed
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Figure 2. BMP2, BMP4 and caBMPRIA increase neurogenesis in AH-NSPC differentiation assays. (A)
Percentage of Tubulin BIII (Tuj1) positive cells out of the total number of cells differentiated from AH-NSPCs in
the presence of increasing concentrations of BMP2, BMP4 or BMP7. Data correspond to the average £ sem of
n=3. (B) Immunofluorescence images showing the levels of Tuj1 positive cells (red) and DAPI stain (blue) at 0,
10 and 25 ng/ml of BMP2, BMP4 and BMP?7. As illustrated, BMP2 and BMP4 (but not BMP7) markedly induce
neurogenesis in vitro in a dose-dependent manner. (C) Percentage of Tuj1 positive cells out of the total number
of cells differentiated from AH-NSPCs transduced with a retroviral vector overexpressing a constitutive active
form of BMPR1A (caBmprla) or with an empty vector as a control. (D) Percentage of neurons (N, Tubulin 3III
positive cells), astrocytes (A, Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP positive cells) and oligodendrocytes

(O, Myelin Basic Protein, MBP positive cells) in the absence (N2) or presence of 25ng/ml of BMP2 or BMP4.
The cell lineage analysis shows an increase in neurons and a decrease in oligodendrocytes in the presence of
BMPs. Scale bar on B, 100 um. “P < 0.05; P < 0.01; P < 0.001, P < 0.0001 by ANOVA.
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timepoint. (A) Diagram describing the procedure. AH-NSPCs were stimulated transiently during 1 DIV or
continuously during 4 DIV with 10 ng/ml of BMP2 or BMP4. Cells were fixed at 4 DIV and neurogenesis

was measured by immunostaining against Tubulin BIII (Tuj1). (B,C) Percentage of Tuj1 positive cells after
stimulating for 1 or 4 DIV with BMP2 (B) and BMP4 (C). Data correspond to the average + sem of n=3
independent experiments. (D) Immunofluorescence images showing the levels of Tuj1 positive cells (red) and
DAPI stain (blue) at 4DIV in cultures stimulated transiently (1 DIV) or continuously (4 DIV) with BMP2 or
BMP4. Scale bar in D, 100 um. “P < 0.01; ***P < 0.001 by two-tailed T-test.
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Figure 4. BMP2 and BMP4 induce neurogenesis through the activation of the P-SMAD canonical pathway in
AH-NSPCs. (A,B) Immunofluorescence images of AH-NSPCs showing the increase in P-SMAD1/5/8 levels
and the nuclear translocation of the phosphorylated proteins upon BMP2 stimulation (A) or BMP4 stimulation
(B) for 6 hours. (C) Western immunoblot of whole cell lysates from AH-NSPCs treated with BMP2 or BMP4,
separated by SDS-PAGE and blotted sequentially with antibodies against P-SMAD1/5/8, total SMAD1/5/8 and
B-actin as loading control. Full-length blots are included in Supplementary Fig. S5. (D) Relative gene expression
(RE) patterns for the canonical BMP pathway target gene IdI upon BMP2 or BMP4 stimulation at the indicated
time points. Sdha was used as the housekeeping gene and expression levels were referred to untreated AH-
NSPCs (Control). Data correspond to average & sem of n=3 independent experiments analysed by the 2~ 22¢
method (two-tailed T-test: "P < 0.05; “"P < 0.01). (E) Percentage of Tubulin 31II (Tuj1) positive cells out of the
total number of cells differentiated from AH-NSPCs during 4 days in vitro in the presence of Retinoic Acid (RA,
1 uM) and Forskolin (FSK, 5uM), BMP2 (25 ng/ml) or BMP4 (25 ng/ml) and P38MAPK inhibitor SB203580

or DMSO as a control. Data correspond to the average 4 sem of n = 3. Inhibition of the non-canonical BMP
signalling employing SB203580 had no effect on the increase in neurogenesis. Scale bar in A and B, 100 pm.

in the adult hippocampus®, we speculated that, not only the BMP and WNT pathways synergize when both
ligands are added exogenously to the AH-NSPC culture, but that BMP signalling requires a basal level of WNT
signalling to exert its pro-neurogenic effect. In other words, we hypothesized that the BMP treatment alone could
be potentiating endogenous WNT signalling. To test for this hypothesis, we differentiated AH-NSPCs in the pres-
ence of BMP2/4 (50 ng/ml) concomitant with increasing concentrations of the canonical WNT signalling inhib-
itor XAV939% to prevent endogenous canonical WNT signalling (Fig. 6D). Blockade of the signalling elicited by
exogenously added WNT3A (50 ng/ml) was used as a control for the XAV939 treatment. Interestingly, we found
that endogenous WNT signalling is required at least in part for the neurogenic action of the BMP2/4 ligands.

Canonical WNT signalling triggers the expression of pro-neurogenic genes through T-cell factor/lymphoid
enhancer factor (TCF/LEF)-binding sites in their promoters?. It has been reported that the expression of Lefl
can be activated by BMP4 in BMP-mediated inductive tissue interactions, raising the possibility that the con-
vergence between BMP2/4 and WNT3A signalling is located nearby LEF1. Thus, we next explored whether BMPs
could increase LefI expression in AH-NSPCs. As shown in Fig. 7A, following a 6-hour or 24-hour treatment with
BMP4, LefI mRNA levels were increased. This resulted in the accumulation of LEF1 protein (Fig. 7B).

We next analysed the Lef] gene promoter region to check for the presence of conserved BMP regulatory ele-
ments. We searched the rat genome databases, retrieved the 5kb sequence upstream of the initial Lefl ATG start
codon located in Chr2 and performed a theoretical analysis of the sequence using promoter inspector tools. We
found a validated TATA-less promoter sequence spanning from —501 to +100 relative to the translational start
site ATG codon at +1 (601 bases in length, P1) and a second theoretical promoter region (684 bases in length,
P2) within the first intron of the Lefl gene (Fig. 7C). The structure of the rat Lef] gene resembles that of the
human LEFI gene, a multipromoter gene characterized by a first 5’ promoter (P1) lacking a consensus TATA box
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Figure 5. WNT3A increases neurogenesis in AH-NSPC differentiation assays. (A) Percentage of Tubulin 3III
(Tuj1) positive cells out of the total number of cells differentiated from AH-NSPCs in the presence of increasing
concentrations of WNT3A. Data correspond to the average & sem of n=3 ("P < 0.05; P < 0.001 by ANOVA).
(B) Immunofluorescence images showing the levels of Tuj1 positive cells (red) and DAPI stain (blue) at 0, 50
and 100 ng/ml of WNT3A. As illustrated, WNT3A induces neurogenesis iz vitro in a dose-dependent manner.
(C) Percentage of neurons (N, Tubulin BIII positive cells), astrocytes (A, Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP
positive cells) and oligodendrocytes (O, Myelin Basic Protein, MBP positive cells) in the absence (N2) or
presence of 100 ng/ml of WNT3A. The cell lineage analysis shows an increase in neurons and a decrease in
oligodendrocytes in the presence of WNT3A (*P < 0.05; “P < 0.01 by ANOVA). (D) Western immunoblot of
whole cell lysates from AH-NSPCs treated with WNT3A (100 ng/ml), separated by SDS-PAGE and blotted
sequentially with antibodies against P-LRP6 and 3-actin as loading control. Full-length blots are included in
Supplementary Fig. S7. (E) Relative gene expression (RE) pattern for the WNT pathway target gene Axin2 upon
WNT3A (100 ng/ml) stimulation at 6 h. Sdha was used as the housekeeping gene and expression levels were
referred to untreated AH-NSPCs (0h). Data correspond to average & sem of n =3 independent experiments
analysed by the 2724 method (two-tailed T-test: P=0.06). Scale bar in B, 100 um.

and a second intronic promoter (P2) located downstream of exon 12 In human, the P1 promoter drives the
expression of a full-length LEF1 polypeptide; the P2 promoter instead produces a truncated protein that lacks the
beta-catenin binding domain and supresses WNT signalling®. From these two promoter sequences, we selected
the upstream —501/4-100 P1 promoter for further analysis and scanned the sequence for transcription factor
binding sites (TFBS). Out of the 154 total TFBS sites mapped to the proximal upstream promoter region, two
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Figure 6. BMP2/4 require endogenous WNT signalling and synergize with exogenous WNT3A to increase
neurogenesis in AH-NSPC differentiation assays. (A) Percentage of Tubulin BIII (Tuj1) positive cells out of the
total number of cells differentiated from AH-NSPCs during 4 days in vitro in the presence of BMP2 (25 ng/ml),
WNTS3A (25ng/ml) or a combination of both BMP2 and WNT3A. Data correspond to the average + sem of
n>5 (2-way ANOVA: P < 0.001). (B) Percentage of Tubulin 31II (Tujl) positive cells out of the total number
of cells differentiated from AH-NSPCs during 4 days in vitro in the presence of BMP4 (25 ng/ml), WNT3A
(25ng/ml) or a combination of both BMP4 and WNT3A. Data correspond to the average & sem of n > 6.
(2-way ANOVA: "P < 0.05; *"P < 0.001). (C) Immunofluorescence images showing the levels of Tuj1 positive
cells (red) and DAPI stain (blue) at the indicated conditions. As illustrated, the number of neurons in the
combined BMP2/4 + WNT3A treatment is higher than in the BMP2/4 or WNT3A independent treatments,
evidencing a synergistic effect in neurogenesis of the BMP and WNT pathways. (D) Percentage of Tubulin 3III
(Tuj1) positive cells out of the total number of cells differentiated from AH-NSPCs during 4 days in vitro in the
presence of BMP2 (50 ng/ml), BMP4 (50 ng/ml) or WNT3A (50 ng/ml) and XAV939 (a compound that blocks
Wnt/b-catenin activity through the stabilization of Axin via tankyrase inhibition) or DMSO as a control. Data
correspond to the average & sem of n =3 (two-tailed T-test: "P < 0.05; *"P < 0.01). Scale bar in B, 100 um.
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Figure 7. Lefl is a direct target of BMP4 signalling in AH-NSPCs. (A) Relative gene expression (RE)

pattern for the LefI gene upon BMP4 (50 ng/ml) stimulation at the indicated time points. Sdha was used as

the housekeeping gene and expression levels were referred to untreated AH-NSPCs (Control). (B) Western
immunoblot of whole cell lysates from AH-NSPCs treated with BMP4 at the indicated time points, separated
by SDS-PAGE and blotted sequentially with antibodies against LEF1 and (3-actin as loading control. Full-length
blots are included in Supplementary Fig. S8. (C) Lefl promoter region analysis using Genomatix Promoter
Inspector software. Image shows the retrieved 5kb sequence (orange) upstream of the LefI coding sequence
(black) and two validated promoter regions that result from the promoter analysis (yellow). (D,E) Nucleotide
sequence upstream of the Lef] translational start site (ATG, red). Two SMAD transcription factor binding

sites were predicted: the first one, positioned at —274/—264, corresponds to a SMAD Binding Element (SBE)
(GTCT-like), and the second one, positioned at —233/—223, corresponds to a GC rich element. (F) ChIP assay
of BMP4-treated AH-NSPCs using a SMAD4 rabbit antibody. For the PCR amplification of the precipitated
material, the underlined primers in (D) were employed. Rabbit IgG (IgG) was used as a control. Full-length gel
is included in Supplementary Fig. S9. (G) Percentage of Tubulin BIII (Tujl) positive cells out of the total number
of cells differentiated from AH-NSPCs transduced with a lentiviral vector overexpressing Lef1-GFP or GFP as a
control. Cells were cultured during 4 days in vitro. "P < 0.05; P < 0.01 by two-tailed T-test.

corresponded to canonical SMAD protein binding sites. The SMAD binding sites were located at position —302
(“5’-GTCT-3' SBE” or SMAD4 binding element) and —261 (“GCCG-like motif” or GC-rich SMAD1/5 bind-
ing element) from the start codon, and were recognized as putative binding sites for P-SMAD/SMAD4 dimers
(Fig. 7D,E). To investigate the direct interaction between SMAD proteins and the Lefl promoter, we performed
a Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay with anti-SMAD4 antibodies, followed by PCR analysis with
primer pairs amplifying the region containing the putative SMAD binding sites (Fig. 7D). As shown in Fig. 7, the
ChIP-PCR results revealed the presence of SMAD4 on the Lef] gene promoter region comprised between —361
and —625 nucleotides in AH-NSPCs exposed to BMP4. Thus, our results show that in response to BMP stimula-
tion SMADA4 associates with the DNA at the Lef] proximal promoter region, which includes the predicted SMAD
binding elements. The binding correlates with an increase in LefI mRNA levels (Fig. 7A). Finally, we found that
transduction of AH-NSPCs with a retroviral vector overexpressing LefI is sufficient to enhance neuronal produc-
tion even in the absence of exogenous WNT stimulation (Fig. 7G), thereby mimicking the BMP2/4 effect.

Altogether, the data indicate that Lef] is a direct target gene of SMAD4 and suggest that the increase in the
expression of the transcription factor LEF1 downstream of BMP signalling may be potentiating adult hippocam-
pal neurogenesis.

Discussion

It has been previously reported that neurogenesis in the adult mammalian brain is dynamically regulated by a
number of local signals from the neural stem cell microenvironment, including BMPs and WNTs. High levels of
canonical BMP signalling have been detected in the hippocampal niche, the majority of the stem and progenitor
cells showing phosphorylated SMAD1/5/8 proteins in the nucleus'*?’. Moreover, ligands from the BMP family
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Figure 8. BMP2/4 increase neurogenesis from adult hippocampal NSPCs and synergize with WNT3A.
Schematic of our proposed model summarizing the main results. BMP2/4 induce neurogenesis through the
activation of the P-SMAD canonical pathway downstream of the BMPRIA type 1 receptor. The pro-neurogenic
effect of BMP signalling is partly dependent on endogenous WNT signalling, and the mechanism relies on the
up-regulation of the Lefl gene, a direct SMAD target. WNT-independent effects of the BMPs are not excluded
(dashed line, red). BMP2/4 also decrease the number of oligodendrocytes.

have been involved in the regulation of adult hippocampal stem cell quiescence!*?* and in the control of progen-
itor maturation at multiple stages along the neurogenic lineage'®. However, the contribution of the BMP pathway
to the fate specification of the hippocampal neural stem cell progeny during adulthood, in concert with other
key niche signals, has remained largely unexplored. The in vitro data included herein give further insight into the
extensive role of BMP molecules as regulators of stem cell differentiation in the adult hippocampus, and support a
model whereby BMPs would have WNT-dependent instructive effects, favouring the acquisition of the neuronal
fate possibly at the expense of the oligodendroglial fate (Fig. 8). This lines up with the early pro-neurogenic role
of BMP signalling during the neurogenic phases of forebrain development®"*2.

BMP signalling has been previously shown to promote an astrocytic fate in embryonic subventricular zone
multipotent NSPC mouse cultures grown in EGF***. In our in vitro setup, however, BMP2/4 did not change the
astroglial fate of adult hippocampal NSPCs isolated from rat and expanded in FGF2. This inconsistency may be
due to a difference in the origin of the cells, in the cell culture conditions or perhaps in their basal level of WNT
signalling. Interestingly, in vivo it has been shown that increasing BMP4 levels in the adult mouse hippocam-
pus, by means of injecting a lentivirus overexpressing BMP4, decreases neural stem/progenitor cell proliferation,
delays maturation, but it does not increase the proportion of cells that differentiate into astroglia'®. This suggests
that under physiological conditions BMP may not be pro-gliogenic in the adult hippocampal niche. However,
we cannot exclude pro-gliogenic effects of the BMP pathway upon sustained up-regulation of BMP signalling or
under pathological conditions that lead to an increase in gliosis***°.

As for the contribution of the specific subtypes of BMP receptors, the gene expression patterns obtained sug-
gest that BMPR1A receptor has an early role in the differentiation process, while BMPR1B and ACVR1 may
possibly have a late role. The early role of BMPRI1A is consistent with the results obtained in the differentiation
assays employing the preferred BMPRIA ligands (BMP2/4) and with the retroviral experiments in which we
overexpressed a constitutive active form of BMPR1A. Moreover, we found that the differentiation levels attained
under an initial and transient exposure to BMP2/4 were similar to those obtained with a continuous exposure to
the ligands, further indicating that the signalling inducing the neuronal fate occurs in the first stages of the differ-
entiation process and thus is likely transduced by the most highly expressed type 1 receptor in those initial stages,
BMPRIA. Our results partly complement a previous study®, in which a dominant negative form of BMPR1A
(dnBMPR1A) was overexpressed in AH-NSPCs. The dnBMPRI1A, with a non-functional intracellular domain
but a functional extracellular domain that traps the endogenously produced BMP ligands, increased astroglial
differentiation of the cultures and this was likely mediated by the concomitant increase in the expression of
BMPRIB in the cultures’.

To gain insight into potential mechanisms underlying the BMP pro-neurogenic action uncovered in our assay,
we examined its dependency on WNT signalling, a master regulator of adult hippocampal neurogenesis'. We
found that the BMP pro-neurogenic effect requires basal levels of endogenous WNT signalling and that the BMP
and WNT pathway show a synergistic interaction. When combining the BMP and WNT ligands at non-saturating
concentrations, the effect of the two taken together was greater than the sum of their separate effects at the same
doses. In the light of these data, it seemed likely that the two signalling pathways would share components of the
same mechanistic route.

The BMP and WNT pathways have been shown to interact with each other at multiple levels, for instance,
via the binding of both SMAD4 and TCF/LEF transcription factors to the promoter and enhancer regions of
certain target genes*”8. The TCF/LEF family of transcription factors mediate the downstream effects of canoni-
cal Wnt/3-catenin cascade and has four members in mammals, LEF1 being the most well characterized®. Given
LEF1 is expressed in adult hippocampal neural stem cells and is required for neurogenesis®*?*#’, and since the
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expression of LefI can be activated by BMP4 in BMP-mediated inductive tissue interactions?, we focused on
the LefI gene as a possible convergence point between the BMP and the WNT routes. We identified functional
BMP regulatory elements on the LefI promoter, we found that Lef] expression was increased shortly after BMP
exposure and we demonstrated that overexpressing LefI is sufficient to enhance neurogenesis, uncovering a novel
mechanistic link between the BMP/WNT signalling pathways operating in adult hippocampal neural stem and
progenitor cells. A similar mechanism could be active as well during the development of the hippocampal dentate
gyrus, since it has been recently reported that LefI expression at embryonic stages is regulated by the BMP type
1 receptor ACVR1%L.

In summary, signalling through the BMP type 1 receptor BMPRIA plays a relevant role in the modulation
of adult hippocampal neurogenesis, regulating not only NSC quiescence!®-?° but possibly also the early stages of
the differentiation cascade. Atleast in vitro, the pro-neurogenic canonical WNT signalling interplays with, and is
subjected to regulation by, BMP signalling. This may be achieved by increasing the expression of the transcription
factor LEF1. Although future in vivo studies are needed to further evaluate the effect of BMP signalling in fate
specification, our in vitro model already shows that the role of BMPs/BMPRs during adult neurogenesis is much
more complex than was previously thought.
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Increasing age is the greatest known risk factor for the sporadic
late-onset forms of neurodegenerative disorders such as Alz-
heimer's disease (AD). One of the brain regions most severely
affected in AD is the hippocampus, a privileged structure that
contains adult neural stem cells (NSCs) with neurogenic capacity.
Hippocampal neurogenesis decreases during aging and the de-
crease is exacerbated in AD, but the mechanistic causes underlying
this progressive decline remain largely unexplored. We here in-
vestigated the effect of age on NSCs and neurogenesis by analyzing
the senescence accelerated mouse prone 8 (SAMP8) strain, a non-
transgenic short-lived strain that spontaneously develops a patholog-
ical profile similar to that of AD and that has been employed as a
model system to study the transition from healthy aging to neuro-
degeneration. We show that SAMP8 mice display an accelerated loss
of the NSC pool that coincides with an aberrant rise in BMP6 protein,
enhanced canonical BMP signaling, and increased astroglial differen-
tiation. In vitro assays demonstrate that BMP6 severely impairs NSC
expansion and promotes NSC differentiation into postmitotic astro-
cytes. Blocking the dysregulation of the BMP pathway and its proglio-
genic effect in vivo by intracranial delivery of the antagonist Noggin
restores hippocampal NSC numbers, neurogenesis, and behavior in
SAMP8 mice. Thus, manipulating the local microenvironment of the
NSC pool counteracts hippocampal dysfunction in pathological aging.
Our results shed light on interventions that may allow taking advan-
tage of the brain’s natural plastic capacity to enhance cognitive
function in late adulthood and in chronic neurodegenerative dis-
eases such as AD.

neural stem cells | adult neurogenesis | aging | Alzheimer’s disease |
BMP signaling

Decades of research have firmly established that new neurons
are produced in the postnatal and adult hippocampus of most
mammals, including humans, due to the existence of a stem cell
reservoir that confers regenerative capacity to this brain area essential
in forming memories (1, 2). Despite the long-lasting plastic potential
of the hippocampus, defects in hippocampal neurogenesis emerge
during aging (3-6) and are exacerbated in pathological conditions
such as Alzheimer’s disease (AD) (7-9). Previous studies indicated
that the newly generated cells in aged mice develop at a slower
pace (6), have a reduced survival (10, 11), and differentiate less
into neurons and more into astrocytes (10-13), but why this de-
fective fate choice occurs and how we might manipulate stem cells
or their niche to effectively counteract hippocampal dysfunction
upon healthy and pathological aging remains largely unknown.
The neurogenic process involves several sequential steps.
First, quiescent neural stem cells (NSCs) with radial morphology
located in the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus
(DG) are activated and enter the cell cycle; next, the NSCs
asymmetrically divide and produce nonradial (NR) proliferative
progenitors that generate the new neurons. Finally, the young
neurons mature and integrate into preexisting networks. Extra-
cellular short-range niche signals regulate neurogenesis at all
these different stages (14-16) and alterations in the niche

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1813205115

microenvironment may be linked to the age-related neurogenic
decline (17). A relevant family of secreted factors whose function
in the aged SGZ remains poorly defined is the bone morpho-
genetic protein (BMP) family (18). The expression of several
BMPs is dysregulated in the hippocampus of old mice, in
transgenic mouse models of familial AD, and in the brains of
patients with early and severe AD compared with nondemented
controls (19-24), pointing to a causative role of BMP signaling in
the neurogenic defects found during aging and in AD.

We here analyze the causes underlying the decline in adult
NSCs and neurogenesis during pathological aging, taking ad-
vantage of the senescence-accelerated mouse strain SAMPS.
This nontransgenic short-lived strain precociously and pro-
gressively develops learning and memory deficits and a multi-
systemic aging phenotype (25-27). SAMPS also exhibits
increased amyloid precursor protein (APP) and amyloid p (Af)
levels, oxidative stress, tau phosphorylation, astrogliosis, and
many of the biochemical findings of AD starting at the age of 6
mo (28-30). Due to the spontaneous onset of pathology similar
to that of human disease, SAMPS is considered a good animal
model for research into the transition from healthy aging to the
onset phase of sporadic AD (28-31). SAMPS is evaluated in
reference to SAMRYI, a genetically related strain that is resistant
to accelerated senescence (25). We herein show that SAMP8
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mice display an accelerated depletion of the hippocampal NSC
pool compared with SAMRI1 that coincides in space and time
with an increase in astroglial differentiation, a reduction in
neurogenesis, an increase in BMP6 protein level, and a dysre-
gulation of the BMP signaling pathway. We also demonstrate
that blocking the enhanced BMP signaling of the SAMPS strain
restores normal NSC numbers by counteracting the BMP-
mediated NSC astroglial differentiation and simultaneously
ameliorates the neurogenic and behavioral deficits of the
senescent strain.

Results

SAMP8 Mice Show an Accelerated Depletion of the Adult Hippocampal
NSC Pool. We first measured the time course of stem cell decay in
the SGZ of mice with pathological aging (SAMPS) and age-
matched control animals with healthy aging (senescence
accelerated-resistant mice, SAMR1). We found a progressive
age-dependent decrease in SOX2*GFAP* NSCs with radial
morphology in both strains; however, SAMP8 mice exhibited
lower radial NSC numbers compared with SAMR1 mice already
at the age of 2 mo (Fig. 1 A and E), evidencing the loss of the stem
cell population before the onset of AD symptoms (28-30). The
total number of SOX2* cells (SI Appendix, Fig. S1) and SOX2*
GFAP™ NR progenitors (Fig. 1B) was also lower in 2-mo SAMP8
vs. SAMRI. The proportion of NSCs and NR cells that stained for
the cell-cycle marker Ki67 was higher in SAMPS (Fig. 1 C and D).
No statistically significant differences were found in the pro-
portion of NSCs that incorporated the thymidine analog BrdU
during S phase (2 h after BrdU injection, P = 0.24) and, conse-
quently, the BrdU/Ki67 ratio [which is inversely proportional to
cell-cycle length (32)] was lower in SAMP8 vs. SAMRI. In sum-
mary, the stem and progenitor cell pools become precociously
depleted in the hippocampus of the senescence model SAMPS but
the remaining NSCs remain proliferative and apparently lengthen
their cell cycle.

The Newly Generated Hippocampal Cells Fail to Undergo Normal
Differentiation and Survival in SAMP8 Mice. To analyze the dy-
namics of neuronal production in 2-mo SAMPS8 and SAMRI1
animals, we employed a BrdU pulse-chase approach. BrdU in-
corporates into the newly synthesized DNA during cell division,
enabling the labeling of dividing cells at the time of injection and
their progenies after prolonged chase periods (33). We per-
formed a single injection (pulse) of BrdU and chased the analog
at 2 h, 1 d, and 3 d postpulse (Fig. 24). The total number of
BrdU™" cells in the SGZ was similar between both strains at the
2-h and 1-d chase time points but decreased in SAMPS animals
later on (Fig. 2B). The number of BrdU" NSCs and BrdU" NR
cells was similar for both strains and there were no differences in
their temporal dynamics, suggesting that the cells give rise to new
progeny at a similar pace (Fig. 2 C and D). When we examined
the DCX* immature neuron compartment, we found equal
numbers of newly generated BrdUTDCX™ cells at 2 h and 1
d postpulse but a significant reduction at 3 d, pointing to a loss of
the newborn neurons as they progress toward maturation (Fig.
2F). In accordance with this finding, we detected a rise in the
number of active Caspase3* apoptotic cells in SAMP8 mice (Fig.
2F). Concomitant with the loss of the newborn BrdU*DCX"*
neurons, we found an abnormal accumulation of the DCX™* cell
population (Fig. 3 4 and B). Not only was the total number of
DCX™" cells abnormally increased in SAMP8 animals but also
their location was altered (Fig. 3 A-C). In animals with patho-
logical aging, DCX™ cells migrated deeper into the granule cell
layer (GCL) and were aberrantly positioned. Moreover, the
number of DCX™* cells that acquired the more mature neuronal
marker calretinin (CR) was decreased (Fig. 3D). Overall, the
data suggest that the increase in cell death of the newly gener-
ated cells is accompanied by a failure to undergo a normal

11626 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1813205115

A 60 . C &, .
500 ,—| LIR1 8 .
o 400 | I (2}
£ # pd
£ 300 4
~ ©
& 200 A, g,
8 100 =
Z 0 Ei © 04
im 2m 6m 2m
B D
., 10000 ek R o 127 *
E 5000 Q1.0
E mrs S os ]
6000
® Z 06 4
© o
@ 4000 K 04
@ 2000 ¥ 02
z 2
0 °> 0,0
1m
E
S
N
— B
o
=
< K
<D -
S
N
0
o
S |
<
N

Fig. 1. NSCs and progenitor (NR) cells are precociously depleted in the
hippocampus of the SAMP8 model. (A and B) SAMP8 animals show a decreased
number of SOX2+GFAP+ radial NSC (A) and SOX2+GFAP— NR cells (B) compared
with 2-mo SAMR1 (*P < 0.05 and ***P < 0.001, respectively). Both strains show
an age-related reduction of these cell populations (SAMR1: P < 0.05; SAMPS:
#P < 0.05, #P < 0.01). (C and D) Two-month SAMPS8 animals exhibit a higher
percentage of actively dividing Ki67+ radial NSCs (C) and NR cells (D) vs. SAMR1
(*P < 0.05). (E) Representative coronal micrograph showing the reduction of
the number of radial NSCs and NR cells in 2-mo SAMPS strain vs. SAMR1. (Scale
bar, 100 pm.) (Magnification: E, Insets, 5x.)

neuronal differentiation program in the SAMPS microenviron-
ment. To confirm whether this defect finally results in a re-
duction in the number of new granule neurons reaching maturity,
we injected another cohort of animals with BrdU and killed it 3
wk later. The number of newly generated NeuN*BrdU™ neurons
that had matured and integrated into the DG was signifi-
cantly reduced in the SAMPS strain (Fig. 3E). Notably, con-
comitant with the decrease in neurogenesis at 2 mo, we also
detected a fourfold increase in the number of newly generated
S100b*BrdU* astrocytes (Fig. 3F), suggesting that the loss of the
stem cell population in SAMPS mice could be due to their prefer-
ential differentiation into mature astrocytic cells. This cellular out-
put is in accordance with previous findings in aged animals (10-13).

BMP6 Levels Are Elevated in the Hippocampal DG of SAMP8 Mice. The
signals that regulate the age-related depletion of the adult hip-
pocampal stem cells and their conversion to astroglia have not
yet been identified. Given the progliogenic role of BMPs at late
developmental stages (34), and since the expression of BMP
family members is dysregulated in the aging and AD murine and
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Fig. 2. Newborn neurons are lost in 2-mo SAMP8 animals. (A) Pulse-chase
experimental design using BrdU. Animals were killed at 2 h (2h), 1d (1d) and
3 d (3d) after BrdU injection. (B) BrdU+ cells at the chase time points after
injection. SAMP8 animals show a reduction at 3 d vs. SAMR1 (*P < 0.05).
SAMR1 animals show an increase over time (**P < 0.01). (C and D) BrdU+
radial NSCs (C) and BrdU+ NR progenitors (D) at different chase time points.
Neither radial NSCs nor NR cells show differences in temporal dynamics. (E)
BrdU+DCX+ newborn neurons at all chase time points. SAMP8 strain shows a
reduction in this population at 3 d compared with SAMR1. (F) Active Casp3+
cells at 3 d after BrdU injection, showing an increase in cell death in the DG
of 2-mo SAMP8 vs. SAMR1.

human hippocampus (19-24), we speculated that an early rise in
BMP ligands and BMP signaling could underlie the SAMPS
defects. We screened the gene expression of BMPs and BMP-
related signaling components in the SAMP8 and SAMR1 DG
tissue (Fig. 44). We found a significant age-dependent increase
in Bmp4 and Bmp6 mRNAs in SAMPS that peaked at the age of
2 mo (Fig. 4B) and was specific for the DG (SI Appendix, Fig.
S2). We selected these two genes to further analyze their ex-
pression at the protein level (Fig. 4 D and E). We also measured
the amount of P-SMAD1/5/8 relative to total SMAD1/5/8 as an
estimate of the canonical BMP signaling pathway activity (Fig. 4
D-F). We confirmed a significant threefold rise in the mature
BMP6 protein, but not in the mature BMP4 protein, as well as an
increase in canonical BMP signaling in the DG of 2-mo SAMPS
animals vs. age-matched SAMRI1 animals. A similar rise in
BMP6 has been described in AD patients (22).

BMP6 Blocks the Expansion of Adult Hippocampal Stem and
Progenitor Cell Cultures by Promoting Astroglial Differentiation. To
directly evaluate the effect of BMP6 on adult hippocampal
neural stem and progenitor cells (NSPCs) we turned to an
in vitro assay. We isolated mouse primary NSPC cultures from
wild-type Crl:CD1 2-mo-old animals and expanded them with
mitogens in the presence or absence of 50 ng/mL BMP6. The
purity of the NSPC cultures was confirmed before the treatment
(SI Appendix, Fig. S3). As shown in Fig. 54, BMP6 treatment
effectively induced canonical signaling in adult hippocampal
NSPCs. Despite the continuous mitogenic stimulation, BMP6
severely impaired the expansion of the cultures (Fig. 5B) and
promoted their differentiation into postmitotic GFAP"BrdU~
astroglial cells (Fig. 5 C and D). We did not observe signs of
increased apoptosis (TUNEL" cells) or cellular senescence (SA-
b-gal™ cells) (SI Appendix, Fig. S4). To elucidate whether the
BMP6 effects are cell-autonomous or not, we analyzed BMP6
expression in NSPCs isolated from the DG of 2-mo SAMPS and
SAMRI animals (SI Appendix, Figs. S3 and S5). BMP6 mRNA
and preprotein levels were very low and the amount was reduced
in SAMP8 NSPCs compared with SAMR1 NSPCs (SI Appendix,
Fig. S5). BMP6 production in its mature functional form was
negligible in both cultures. Of note, we found that SAMPS
NSPCs expanded more slowly (n = 9, P < 0.01) and had a
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decreased CIdU/Ki67 ratio compared with SAMR1 NSPCs (79%
lower, n = 3, P < 0.05); no significant differences in apoptosis
were encountered (SI Appendix, Fig. S6). Treating the cells with
the BMP natural antagonist Noggin had no effect on the growth
of the cultures (SI Appendix, Fig. S7). Furthermore, SAMP8
NSPCs and SAMR1 NSPCs responded similarly to exogenously
added BMP6 ligand (SI Appendix, Fig. S8). Together, the in vitro
data suggest that the loss of the adult hippocampal stem cell
population in mice with accelerated aging could be due to a
noncell autonomous (niche) progliogenic effect of BMP6 ca-
nonical signaling. Moreover, NSPCs from SAMPS8 mice display a
cell-cycle lengthening trend that seems rather an intrinsic feature
of the cells, in line with recent aging studies in the subependymal
zone niche (35).

Intracranial Infusion of the BMP Antagonist Noggin Rescues Hippocampal
Stem Cell Loss in SAMP8 Mice and Ameliorates the Neurogenic Deficits. To
test whether increased BMP signaling plays a role in the stem cell
depletion and neurogenic defects in mice with pathological aging we
analyzed the impact of administering the antagonist Noggin. For this
purpose, we implanted osmotic minipumps in SAMPS and SAMR1
animals and infused Noggin or saline solution as a control into the
brain. Mice were injected with BrdU on the last day of infusion and
were either killed 3 d (Fig. 6) or 3 wk later (Fig. 7). As shown in Fig.
6, Noggin efficiently rescued the precocious loss of hippocampal
radial NSCs in SAMPS (Fig. 6 B-E). The total number of stem cells
increased almost twofold in SAMP8 animals and reached the values
of the SAMRI strain. As previously reported by our group (18),
Noggin did not change the total number of radial NSCs in control
animals (Fig. 6B), although it increased their cycling activity (Fig. 6 C
and D), suggesting that under normal healthy conditions Noggin
enhances the asymmetric division of NSCs. In contrast, although
Noggin augmented the total number of radial NSCs in SAMPS an-
imals, it did not further increase their cell cycle, pointing to a specific
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Fig. 3. Newborn neurons of 2-mo SAMP8 animals fail to undergo proper
maturation. (A) Representative images of the altered number and location of
DCX+ cells in 2-mo SAMP8 vs. SAMR1. Arrows indicate DCX+ cells with altered
location in SAMP8 GCL. (Scale bar, 25 pm.) (B and C) Number of DCX+ cells (B)
and analysis of their location (C). In control animals, DCX* cells were mainly
confined to the innermost (first) third of the DG. SAMP8 animals showed an
increased number and abnormal location of this cell population. (D) Number of
DCX+CR+ cells at 2 mo, showing a decrease in SAMPS8. (E and F) Number of
NeuN+BrdU+ mature neurons (E) and S100p8+BrdU+ mature astrocytes (F) 3 wk
after BrdU injection. SAMP8 animals generate fewer mature neurons and more
mature astrocytes. (Right) Image showing a SAMP8 S100p+BrdU+ mature as-
trocyte, as an example. (Scale bar, 10 um.) *P < 0.05, **P < 0.01.
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Fig. 4. BMP6 levels are increased in the DG of SAMP8 mice. (A) Heat map
showing the mRNA levels (a.u.) of BMP-related signaling components in the DG
of 2-mo, 6-mo, and 10-mo SAMR1 and SAMPS8. (B) Bmp4 and (C) Bmp6 mRNA
expression is significantly increased in 2-mo SAMP8 vs. SAMR1. (D-F) Western
blot and densitometry analysis of 2-mo DG lysates (D) showing an increased
content in BMP6 normalized to p-actin (E) and P-SMAD1/5/8 normalized to total
SMAD1/5/8 (F) in 2-mo SAMP8 vs. SAMR1. *P < 0.05, **P < 0.01, #P < 0.01.

effect of Noggin exposure in animals with pathological aging, which
are endowed with higher DG levels of BMP6 and BMP signaling
compared with control mice. We next explored whether Noggin
administration rescued the progliogenic phenotype of the SAMP8
animals and/or ameliorated the neurogenic defects. Noggin infusion
diminished the differentiation of the NSC pool toward the astrocytic
lineage and increased the production of fully mature neurons (Fig.
7A4). It also significantly reduced the aberrant accumulation and ec-
topic location of the immature DCX™* cells (SI Appendix, Fig. S9).
Together, the data suggest that blocking the enhanced BMP signaling
of the SAMPS strain restores normal hippocampal NSC numbers,
most likely by counteracting the BMP-mediated astroglial differen-
tiation, and simultaneously improves the neurogenic defects of the
senescent strain.

Behavioral Deficits in SAMP8 Mice Are Rescued by Noggin. SAMP8
mice show age-associated behavioral impairments at 6 mo, such
as learning and memory deficits (36) and reduced anxiety (37),
so next we analyzed the behavioral phenotype of both SAMR1
and SAMPS8 6-mo animals infused with Noggin or saline (Fig.
7B). We found that SAMPS8 animals spent significantly longer
times at the open arms of the elevated plus maze compared with
SAMRI1 mice, pointing to clear differences in anxiety (Fig. 7C).
Interestingly, Noggin normalized the anxiety behavior of SAMPS
animals to the levels of SAMRI animals (Fig. 7C). To test their
learning and memory capabilities, SAMR1 and SAMP8 5-mo
animals were injected with a lentivirus (LV) overexpressing
Noggin or GFP as a control and their performance in the Morris
water maze test was evaluated (Fig. 7D). Noggin improved the
acquisition phase of the test in SAMPS animals; learning of the
LV-Noggin-SAMPS group was superior to that of LV-GFP-
SAMPS group across a number of days of testing (Fig. 7E). A
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clear effect was also found when the animals were tested in the
probe trial to analyze the quality of the learning process or short-
term memory retention (Fig. 7F and SI Appendix, Fig. S10). SAMP8
mice obtained a lower score, pointing to worse learning. This dif-
ference was fully restored by Noggin in SAMPS animals, which spent
similar times in the platform quadrant compared with SAMR1 mice.

Discussion

Age-related neurodegenerative disorders such as AD slowly
undermine cognitive function and behavioral abilities. Although
AD is not a part of normal healthy aging, the rate of the disease
doubles every decade after the age of 60. Alterations in hippo-
campal neurogenesis, which have been extensively documented
both during normal aging and in AD (7-9), possibly contribute to
the age- and AD-related hippocampal dysfunction, but the mech-
anistic causes underlying this phenomenon remain poorly un-
derstood. Hence, unraveling the changes affecting the hippocampal
neurogenic niche and the hippocampal stem cell dynamics during
aging and, most importantly, at early presymptomatic AD stages,
may provide new insights into the progression of the disease.

We herein show that BMP6 accumulates very early in the
hippocampal niche of SAMPS animals, a senescent strain that
has been used to model some age-related aspects of the onset of
sporadic AD. BMP6 is also significantly increased at the mRNA
and protein levels in the hippocampus of patients with early and
severe AD compared with nondemented controls and in a
transgenic mouse model of familial AD (22). BMP6 accumulates
around AP plaques in the hippocampus and, as in SAMPS, the
accumulation in human tissue is accompanied by reduced hip-
pocampal neurogenesis and SOX2* cells. Moreover, at least
in vitro, hippocampal stem cells exposed to AP overexpress
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Fig. 5. BMP6 promotes astroglial differentiation of cultured adult hippo-
campal NSPCs. (A) Canonical signaling activation in cultured NSPCs after
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BMP6 impaired the expansion of NSPC cultures (*P < 0.05, ***P < 0.001). (C)
Postmitotic astroglial differentiation (GFAP+BrdU-) of primary NSPC cul-
tures after BMP6 treatment. (D) Percentage of GFAP+ and BrdU+ cells after
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Fig. 6. Intracranial infused Noggin rescues hippocampal NSC loss in SAMP8. (A)

Minipump infusion and pulse-chase experimental design using Noggin and BrdU.
Two-month animals were infused with Noggin for 7 d and injected with BrdU
the last day of infusion. Animals were killed 3 d after BrdU injection (21 d for Fig.
7A). (B) SAMP8 animals show an increase in the number of radial NSCs when
treated with Noggin compared with control saline-treated animals (*P < 0.01).
(C and D) The number of proliferating Ki67+ radial NSCs is increased in SAMP8
animals treated with Noggin (C, *P < 0.05). The percentage of proliferating radial
NSCs is restored to SAMR1 levels (D, *P < 0.05). (E) Representative images
showing the increase in radial NSCs after intracranial Noggin infusion in 2-mo
SAMP8 animals. (Scale bar, 100 um.) (Magnification: E, Insets, 5x.)

BMP6 (22). An increase in BMP6 has been also reported during
healthy aging in wild-type mice, possibly associated to microglial
cells, the resident immune cells of the brain (23). Thus, although
the available data suggest that BMP6 accumulates during healthy
aging, the process may be exacerbated in pathological conditions
such as AD that lead to increased AP levels, the activation of
microglia, and an unfavorable inflammatory microenvironment
(38, 39). Increased AP levels and inflammation have been de-
tected in the SAMPS8 brain (40-42) and could therefore con-
tribute to the rise of BMP6 in this mouse model.

Our results indicate that the increase in BMP6 and in ca-
nonical BMP signaling mainly results in the precocious depletion
of the adult hippocampal NSCs due to their BMP-mediated
differentiation into astroglial cells. Interestingly, in 2-mo SAMPS8
mice the remaining hippocampal NSCs proliferate and continue
to generate new immature neurons, but these cells have a re-
duced survival and display an aberrant delay in differentiation,
leading to a reduction in the number of NeuN™ granule neurons
reaching maturity, as reported elsewhere (43). A similar aberrant
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hindrance to the normal development of the immature neuronal
population has been described in the aging brain of wild-type mice
(6), in the brain of AD patients, and in some transgenic AD models
of the familial early-onset forms of the disease (7-9, 22, 44).

Increasing evidence suggests that the aged and AD neurogenic
niche is no longer optimal for neurogenesis (7-9); however, taking
advantage of the SAMP8 model and employing the BMP antagonist
Noggin we demonstrate that it is still possible to influence the niche
microenvironment, to rescue stem cell numbers, and to revert the
pathological neurogenic phenotype by means of blocking the ab-
errant BMP signaling. The treatment with Noggin also normalized
the behavioral phenotype of SAMPS8 animals, making the scores
similar to those of control SAMRI1 animals. The SAMPS anxiety
phenotype, the spatial learning defects, and the short-term memory
retention capacity were improved by Noggin. In line with our re-
sults, hippocampal neurogenesis has been also rescued in transgenic
AD models with Noggin (20) and it has been shown that increased
BMP signaling results in cognitive impairments, while its reduction
ameliorates hippocampus-dependent cognitive function in young
and aged mice (24, 45, 46).

In summary, age-related stem cell depletion and dysfunction may
result from a combination of several factors, both intrinsic and ex-
trinsic to the stem cell compartment, that are dysregulated with
increasing age and that may be exacerbated in pathological condi-
tions such as AD. Our data show that the temporal increase of
BMP6 expression in the DG may be one of such altered extrinsic
factors. The cell cycle lengthening of NSPCs may be rather a cell
intrinsic feature (35). The loss of the stem cell population in
SAMPS8 mice is due to their differentiation into mature astrocytic
cells, which is in accordance with previous findings in aged animals
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Fig. 7. Noggin infusion counteracts the NSC astroglial differentiation and
the neurogenic and behavioral defects in SAMP8. (A) Percentage of S100p+
BrdU+ mature astrocytes (Left) and NeuN+BrdU+ mature neurons (Right)
after treating 2-mo SAMP8 with saline or Noggin (7-d infusion as in Fig. 6A)
at 21 d after BrdU injection. SAMP8 show an increased number of mature
neurons at the expense of mature astrocytes (*P < 0.05). (B) Experimental
design for the Noggin 28-d infusion employing minipums and elevated plus
maze (EPM). (C) Total time spent in the open and closed arms of the ele-
vated plus maze. Noggin restored SAMP8 anxiety behavior to control levels
(*P < 0.05, **P < 0.01). (D-F) Experimental design for the Morris water maze
(MWM). (D) Experimental design of the lentiviral injection and MWM. Rel-
ative Noggin mRNA expression by RT-gPCR is also shown in fold (a.u.) (*P <
0.01). (E) Learning curve calculated as daily mean escape latency during five
consecutive days (*P < 0.05; LV-Noggin-SAMP8 vs. LV-GFP-SAMPS8). A ha-
bituation trial (60 s without platform was performed on day 0; see S/ Ap-
pendix, SI Materials and Methods). (F) Probe trial showing the absolute time
spent at the platform quadrant (PQ) of the pool (*P < 0.05; LV-Noggin-
SAMP8 vs. LV-GFP-SAMP8).
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(19-24). We have uncovered why this defective fate choice occurs
and how we might mitigate it by manipulating the stem cell niche.
The increased glial differentiation of the NSCs can further help to
explain the hippocampal astrocytosis that is detected in the SAMP8
strain starting at 6 mo of age (26) and that characterizes the late
stages of AD (47). Our findings, combined with previous reports in
which the in vivo delivery of lentiviral ShRNA against downstream
effectors of the BMP pathway partially rejuvenated NSC function in
the aged brain (23, 24), support further development of BMP an-
tagonists into translatable molecules for the rescue of stem cell
depletion and neurogenesis during healthy and pathological aging.

Materials and Methods

Animals. SAMP8 and SAMR1 males were used at 1, 2, 6, and 10 mo. Crl:CD1
males were used at 2 mo (S/ Appendix). Mice were maintained under specific-
pathogen-free conditions and all manipulations were approved by the An-
imal Care Committee of the Instituto de Salud Carlos IlI.

Immunostaining. Antibody stainings were performed as described in S/ Appendlix.

DG NSPC Culture. NSPCs were isolated from dissected hippocampi of 2-mo-old Crl:
CD1, SAMR1, and SAMP8 mice and cultured in FGF2 and EGF (S/ Appendix).
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Intracerebroventricular Infusion. Alzet osmotic minipumps were implanted in
SAMR1 and SAMP8 mice for Noggin or vehicle solution infusion. Different
experimental paradigms of infusion and BrdU administration were applied (S/
Appendix).

Lentiviral Injections. Five-month-old SAMP8 and SAMR1 males underwent
stereotaxic surgery, and a 1.5-pL suspension of lentiviral ORF particles
expressing Noggin or GFP (Origene Technologies) was injected into both
hemispheres at DG coordinates (S/ Appendix).

Behavioral Assessments. Animals’ general activity was tested with a Versa-
Max Animal Activity Monitoring System. For anxiety measurement and
spatial learning and memory tests, elevated plus maze and Morris water
maze were performed as described in S/ Appendix.
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