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ABREVIATURAS





ADN   Ácido desoxirribonucleico 

ADNc   ADN complementario 

AP   Anteroposterior 

AR  Ácido retinoico 

ARN  Ácido ribonucleico 

ARNm   ARN mensajero 

BDNF   Del inglés, Brain derived neurotrophic

bHLH   Del inglés, Basic helix loop helix

BMP   Del inglés, Bone morphogenetic factor

BO   Bulbo olfatorio 

BrdU   Bromodeoxiuridina (análogo de Timidina) 

BSA   Albúmina de suero 

CAG   Citosina-Adenosina-Guanina 

CDK   Del inglés, Cyclin dependent kinases

CGR   Células de glía radial 

CPI   Células progenitoras intermedias 

CTNF   Del inglés, Cilliary neurotrophic factor

DAPI   4,5-diamindino-2-fenilindole. 

DARPP-32  Dopamina y cAMP regulada por fosforilación 32 Kda 

DTX   Deltex 

DIV   Del inglés, Days in vitro

DV   Dorsoventral  

E__   Edad embrionaria ___ 

EGC   Eminencia ganglionar caudal 

Egf  Del inglés, Epidermal growth factor

EGL   Eminencia ganglionar lateral 

EGM   Eminencia ganglionar medial 

FBS   Del ingles, Fetal bovine serum  

Fgf   Del ingles, Fibroblastic growth factor

Fgfr   Receptor Fgf 

GABA   Ácido γ-aminobutírico 

GFAP   Del ingles, Glial fibrillary acidic

GPe   Globus pálido externo 

GPi   Globus pálido interno 

ICD  Del inglés, Intracellular domain of Notch

Ik   Ikaros 

Ik+/+  Animal salvaje del tansgénico de Ikaros 

Ik+/-  Animal heterozigoto del transgénico de Ikaros 

Ik-/-   Animal deficientes de la proteína Ikaros 

MD1  Medio de diferenciación 1 



MD2  Medio de diferenciación 2 

MOI  Del inglés, Multiplicity of infection

MSN  Del inglés, Medium spiny neurons

NGF  Del ingles, Nerve growth factor  

Ngn  Neurogeninas 

NSC  Del ingles, Neural stem cells

NST  Núcleo subtalámico 

NT-3 o NT-4/5 Neurotrofina 3 o neurotrofina 4, 5  

P __  Edad postnatal __ 

PBS  Del inglés, Phosphate buffere  saline 

PCR  Del inglés, Polymerase chain reaction 

PDGF  Del inglés, Platelet derived growth factor

PFA  Paraformaldehido 

Ptch1  Patched1 

Raldh1 y 3 Del inglés, Retinaldehyde dehydrogenase type 1 y 2

RAR_  Del inglés, Retinoic acid receptor

RT-PCR Del inglés, Real time polymerase chain reaction

S.E.M.  Del ingles, Standard error of mean

Shh  Sonic hedgehog 

Smo  Smoothened 

SN  Sustancia Negra  

SNC  Sistema nervioso central  

TGF-ß  Del ingles, Transforming growth factor ß

Tuj-III  ß-III-tubulina 

ZM  Zona del manto 

ZSV  Zona subventricular 

ZV  Zona ventricular 

Wt   del inglés, wild type

MARCADORES UTILIZADOS 

Nestina   Precursores neurales inmaduros 

Tuj-III   Precursores neuronales inmaduros 

NeuN   Neuronas maduras 

MAP-2   Neuronas maduras 

DARPP-32  Neuronas de proyección estriatales DARPP-32 positivas 

Encefalina  Neuronas de proyección estriatales encefalina positivas 

Calbindina  Neuronas de proyección estriatales calbindina positivas 

GFAP   Precursores astrocitarios 

O4   Precursores oligodendrocitarios 

DAPI   Núcleos celulares 
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Desde los primeros trabajos de la descripción neuronal por Ramón y Cajal a principios 

del siglo XX, las neurociencias han avanzado a paso de gigante. Aunque la anatomía y 

las conexiones entre las diferentes regiones se han descrito con alta precisión, los 

mecanismos moleculares que controlan cada una de nuestras acciones y conexiones 

neuronales faltan ser elucidadas. Además, el cerebro humano se caracteriza por 

presentar una enorme complejidad celular y funcional. Así pues, hemos avanzado 

mucho durante el último siglo pero aún quedan muchas incógnitas por conocer. 

Nuestro cerebro es tan complejo que sólo un cerebro con capacidades superiores 

podría entender completamente el funcionamiento del nuestro.  

 El desarrollo embrionario del sistema nervioso es uno de los procesos más 

desconocidos del campo de las neurociencias. Para entender el correcto 

funcionamiento del sistema nervioso será necesario entender qué procesos se llevan a 

cabo durante la embriogénesis y cuáles son los mecanismos que lo controlan. Sólo 

conociendo qué ocurre durante la embriogénesis seremos capaces de entender el 

funcionamiento y las alteraciones que sufre el cerebro en la vida adulta: procesos de 

neurodegeneración, malformaciones anatómicas… Toda esta información nos ayudará 

a desarrollar terapias más evolucionadas que restauren las células neurales que 

presentan alteraciones funcionales en algunas enfermedades neurodegenrativas. 

Utilizando la terapia celular con células madre como punto de partida, se pretende 

conseguir el reemplazamiento de las células perdidas tras el periodo de degeneración.  

 La presente tesis se centra en el estudio de la diferenciación de las neuronas de 

proyección estriatales durante el desarrollo embrionario en animales roedores. Un 

mayor conocimiento de los mecanismos implicados en la diferenciación embrionaria de 

estas células facilitaría entender por qué hay células que presentan mayor 

vulnerabilidad en algunas enfermedades. Además, mimetizando en el laboratorio los 

patrones que ocurren durante el desarrollo se podrán generar in vitro neuronas a partir 

de células madre. Tras la obtención de las neuronas deseadas se podrían utilizar con el 

fin de regenerar las células degeneradas durante la evolución de las enfermedades 

neurodegenerativas tales como la corea de Huntington, el Parkinson o el Alzheimer. 

1 - ESTRUCTURA DE LOS GANGLIOS BASALES 

 El telencéfalo es la región más grande del cerebro humano. Consisten en  la  

corteza cerebral, la sustancia blanca subyacente, los ganglios basales, el núcleo 
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amigdalino y la formación del hipocampo.  Los dos hemisferios están conectados entre 

sí por el cuerpo calloso ofreciendo la conexión de las regiones simétricas en ambos 

hemisferios. El telencéfalo se ocupa de funciones tanto perceptivas como motoras y 

cognitivas, incluidas la memoria y la emoción. Cada una de las funciones están 

realizadas específicamente por las diferentes regiones que conforman el telencéfalo 

(Kandel, 2000).  

1.1 - LOS GANGLIOS BASALES: COMPOSICIÓN Y RELACIÓN 

 Los ganglios basales constan de cuatro núcleos subcorticales implicados en la 

realización de funciones motoras, cognitivas, asociativas y mnemotécnicas. La parte 

dorsal de los ganglios basales, que controla funciones motores y asociativas, está 

formado por el núcleo estriado (subdividido en caudado y putámen en humanos y 

primates), el globus pálido (divido en una porción interna y externa, GPi y GPe 

respectivamente), la sustancia negra (SN; formada por una parte reticulada y una parte 

compacta) y el núcleo subtalámico (NST). La parte más ventral, asociada a funciones 

límbicas, la constituye el estriado ventral o núcleo accumbens, el pálidum ventral y el 

área tegmental ventral. Todos los núcleos están altamente interconectados formando                            

una red compleja que integra la información proveniente de la corteza, tálamo y del 

tronco cerebral ( Bolam  y col., 2000; Lévesque y col., 2003) (figura 1).  

 El núcleo estriado, y en menor manera el núcleo subtalámico, recibe las 

proyecciones aferentes de la corteza cerebral. La información proveniente de las 

diferentes capas de la corteza se integra en el estriado junto con la información 

proveniente de otras áreas del cerebro como el tálamo, la parte reticulada de la SN y 

los núcleos del tronco encefálico rafe y locus coeruleus. Desde el estriado, la 

información procesada se envía al GPi y la parte reticulada de la SN. De aquí, la 

información es enviada al tálamo y posteriormente terminará el circuito devolviendo la 

señal a la corteza. La transmisión de la información puede realizarse mediante la vía 

directa en la que conecta el estriado con los núcleos anteriormente citados. Por otra 

parte, la transmisión de la información desde el estriado a la parte reticulada de la SN 

puede hacer escala en otros núcleos como el GPe y el NST, constituyendo la vía 

indirecta. Dependiendo del tipo de información que se transmita, se procesará por una 

vía o por otra (Bolam y col., 2000; Yelnik, 2002). 

 La mayor parte de los ganglios basales están compuestos por neuronas que 

utilizan el neurotransmisor inhibitorio ácido γ-aminobutírico (GABA) excepto el NST y el 

tálamo que lo forman neuronas excitatorias glutamatérgicas. Así pues, tanto en la vía 
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directa como en la indirecta, la información que sale del núcleo estriado será 

transmitida por proyecciones inhibitorias. La parte reticulada de la SN integrará las 

señales inhibitorias recibidas por la vía directa y las activadoras procedentes de la vía 

indirecta. De esta manera se genera un mayor control de la transmisión de la 

información entre los ganglios basales (Smith y col., 1998; Graybiel, 2000;  Yelnik, 

2002; McHaffie y col., 2005).  

FIGURA 1: Composición de los ganglios basales. (A): En este corte coronal del encéfalo se representan 

los principales ganglios basales implicados en el control motor. Los cuadros verdes indican los ganglios 

basales. Los núcleos marcados en color verde corresponden a los que forman parte de los ganglios 

basales. Imagen modificada de Neuroscience 2nd edition (2001) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf. .  

1.2 - ESTRUCTURA DEL ESTRIADO 

El núcleo estriado es una masa de sustancia gris situada subcorticalmente en la 

base del cerebro y la parte externa de cada uno de sus ventrículos laterales. En 

humanos, este ganglio está formado por el núcleo caudado y por el putámen separados 

por fibras de sustancia blanca. En cambio, en los animales roedores no existe esta 

acumulación de fibras y únicamente existe una formación estriatal formada por un único 
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núcleo. La descripción de las neuronas que forman este ganglio, la funcionalidad y las 

alteraciones en esta estructura serán explicadas detalladamente en esta sección.  

1.2.1 - Composición neuronal 

 La población neuronal estriatal se ha clasificado en dos grandes grupos según 

sus características anatómicas, histológicas y fisiológicas (Kawaguchi y col., 1995) 

(figura 2). La mayor parte de células estriatales, entre el 90 y 95%, constituyen las 

neuronas de proyección o neuronas espinosas, del inglés medium spiny neurons 

(MSNs), debido al alto contenido de espinas dendríticas en sus ramificaciones. Las 

neuronas restantes, entre el 5-10%, constituyen las interneuronas caracterizadas por la 

ausencia de una ramificación tan elevada en sus proyecciones (Ribak y col., 1979; 

Oertel y Mugnaini 1984; Kreitzer, 2009). 

 Como ya he comentado, las neuronas de proyección estriatales utilizan el 

neurotransmisor GABA, por tanto, son células inhibitorias. Además, todas ellas se 

caracterizan por expresar la proteína DARPP-32 (dopamina y cAMP regulada por 

fosforilación de 32 KDa) (Ouimet y col., 1992; Gerfen, 1992). Reciben información 

glutamatérgica proveniente de la corteza y del tálamo y son la principal diana de las 

neuronas dopaminérgicas de la parte compacta de la SN (Kemp y Powell, 1971). 

Dependiendo de las conexiones axonales que realicen, las neuronas de proyección se 

dividen en dos grupos con características histológicas diferentes: 

- neuronas de proyección de la vía directa o neuronas estriato-nigrales: los 

axones proyectan a la SN pars compacta. Histoquímicamente se caracterizan por 

presentar altos niveles de los receptores de dopamina D1, receptores muscarínicos M4, 

el neurotransmisor dinorfina y sustancia P (Kreitzer, 2009; Ince y col., 1997; Gerfen, 

1992)  

- neuronas de la vía indirecta o estriato-palidales: los axones proyectan a las 

neuronas del GPe. A nivel químico, estas neuronas presentan altos niveles de los 

receptores de dopamina D2 y de adenosina A2A y de la endorfina encefalina (Kreitzer, 

2009; Gerfen, 1992; Schiffmann y col., 1991).  

 Las interneuronas o neuronas no espinosas (del inglés aspiny interneurons), 

pese a su escaso número, tienen un papel fundamental en la regulación de la actividad 

del núcleo estriado ya que envían la información directamente a las MSNs formando 

microcircuitos estriatales (Tepper y Bolam, 2004). Según su composición química las 

interneuronas se clasifican en cuatro grupos: a) neuronas de gran tamaño celular que 
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utilizan como neurotransmisor la acetlicolina; b) neuronas GABAérgicas que 

coexpresan la proteína de unión al calcio parvalbúmina; c) células nerviosas de tamaño 

mediano que coexpresan GABA con calretinina; d) neuronas que utilizan el 

neurotransmisor GABA junto con la hormona proteica somatostatina, el neuropéptido Y 

y el enzima sintetizador de óxido nítrico (Vincent y col., 1983; Chesselet y Graybiel, 

1986; Smith y Parent, 1986; Cowan y col., 1990; Bennett y Bolam, 1993; Kreitzer, 

2009).  

FIGURA 2: Representación esquemática de los diferentes tipos neuronales del estriado adulto. La 

población de neuronas de proyección, tanto de la vía indirecta (verde) como de la directa (naranja), se 

caracteriza por presentar espinas en sus dendritas. Existe también una pequeña proporción de 

interneuronas que se expresan diferentes neurotransmisores tales como neuropéptido Y (NPY), 

parvalbúmina (PV) o acetilcolina (Ach). Imagen adaptada de la tesis de la Dra. Sonia Marco. 

1.2.2 - Compartimentalización estriatal 

Las neuronas de proyección del cuerpo estriado se organizan formando dos 

compartimentos separados: estriosomas (del inglés patches) y la matriz. Un 10-15% de 

las MSNs se agrupan formando los estriosomas mientras el resto se distribuyen 

alrededor de éstos formando la matriz. Los dos compartimentos difieren entre ellos por 

su conectividad y por las características bioquímicas (Gerfen, 1992).  
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 Los estriosomas presentan una alta densidad de receptores µ-opiáceos, alta 

concentración de sustancia P pero una baja presencia de marcadores colinérgicos  

siendo esta neuromodulación prácticamente ausente en estas agrupaciones (Graybiel y 

Ragsdale, 1978; Herkenham y Pert 1981; Bolam y col., 1988). Las neuronas de los 

estriosomas reciben conexiones de regiones de control límbico y de la corteza frontal 

(Gerfen y col, 1985). Por su parte, la matriz del estriado presenta una alta 

concentración de encefalina, altos niveles de los enzimas acetilcolinesterasa y colina 

acetiltransferasa, calbindina y somtostatina (Gerfen y col, 1985; Graybiel y col., 1986; 

Donoghue y Herkenham 1986). Las neuronas de proyección de la matriz reciben 

información de la corteza y del tálamo para enviar la información hacia la parte 

reticulada de la SN y el GP (Gerfen, 1984; Donoghue y Herkenham 1986). Además, 

estas regiones reciben la mayoría de las conexiones sensorio-motoras aferentes y 

están altamente reguladas por dopamina y acetilcolina (Keitzer, 2009).  

 Esta organización de estriosomas-matriz es especialmente importante durante 

el desarrollo embrionario de las neuronas de proyección. Durante este periodo, las 

neuronas nacen y se diferencian en dos oleadas de neurogénesis separadas 

temporalmente (van der Kooy y Fishell, 1987). Inicialmente las neuronas se encuentran 

desorganizadas en el estriado en desarrollo y en al final de la etapa prenatal se 

reorganizan conformando los estriosomas. La agregación selectiva de los diferentes 

tipos celulares podría estar ocasionada por diferencias en las propiedades adhesivas 

entre las diferentes MSNs, jugando la familia de las cadherinas un papel importante, sin 

embargo, aún no se conoce con exactitud (Krushel y col., 1989; Krushel y col., 1995; 

Redies y col., 2002). Todo el proceso de diferenciación y organización del estriado 

adulto es, actualmente, el objetivo de estudio de muchos laboratorios para poder así 

entender mejor la neurogénesis y la relación de este núcleo dentro de los ganglios 

basales.  

1.2.3 - Funciones del núcleo estriado 

 El estriado, como miembro de los ganglios basales, controla los movimientos 

motores así como el aprendizaje implícito o de procedimiento (Graybiel, 2000). Las 

proyecciones corticales que llegan al estriado están topográficamente ordenadas en 

bucles formando macrocircuitos cortico-estriatales (Middleton y Strick, 2000). El bucle 

motor, que controla el movimiento de las extremidades, está formado por aferencias 

neuronales del estriado provenientes de la corteza motora primaria, área suplementaria 

motora de la corteza y corteza premotora. Como ya se comentó anteriormente, el 

estriado envía la información hacia la parte reticulada de la SN por la vía directa o 
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indirecta. Cuando se activa el estriado por la vía directa, las señales excitadoras de la 

corteza permite una regulación inhibitoria sobre el núcleo GPi con la consecuente 

activación de las neuronas del tálamo y, posteriormente, la corteza motora. En cambio, 

la activación de la vía indirecta aumenta transitoriamente la inhibición del tálamo y, 

consecuentemente, la información que llega a la corteza es menor. En esta vía, la 

activación de las neuronas inhibitorias del estriado por parte de la corteza permite una 

activación de la parte reticulada de la SN y una inhibición del tálamo (figura 3). Por lo 

tanto, la vía directa puede proporcionar una retroalimentación positiva, y la vía indirecta 

una negativa en la transmisión de la información a partir del estriado. Como resultado, 

la activación de la vía directa facilita el movimiento, mientras que la activación de la vía 

indirecta lo inhibe (Smith y col., 1998; Graybiel, 2000; Yelnik, 2002; McHaffie y col., 

2005). 

 Las dos vías de eferencia del cuerpo estriado se ven afectadas de forma 

diferente por la proyección dopaminérgica que llega a este ganglio procedente de la 

parte compacta de la SN. Las neuronas del estriado que envían prolongaciones por la 

vía directa tienen receptores de dopamina D1 que facilitan la transmisión de la 

información. En cambio, las neuronas que contactan con los núcleos implicados en la 

vía indirecta presentan receptores D2 que reducen la transmisión. El efecto final de los 

terminales dopaminérgicos en el control de la transmisión de la información en los 

bucles cortico-estriatales es reducir la inhibición de las neuronas talamocorticales y, de 

esta forma, facilitar los movimientos iniciados en la corteza. Sin la acción 

dopaminérgica en el cuerpo estriado, la actividad de los núcleos de eferencia aumenta 

(Kandel, 2000).  

 Estudios realizados en monos han demostrado que no sólo existe un único 

bucle que controla el movimiento. Existen unos “sub-bucles” que vienen especificados 

según la región de la corteza donde se originan las aferencias. Dependiendo del origen 

de las proyecciones, los terminales realizarán contactos en áreas específicas de los 

diferentes ganglios basales. Es decir, todos los ganglios basales están subdivididos en 

áreas promotoras, suplementarias motoras o motoras primarias dependiendo del origen 

de las aferencias. De esta manera, la generación de todos lo sub-bucles permite una 

mayor convergencia de la información y un mayor control del movimiento (Nakano y 

col., 2000). 

 Aunque tradicionalmente se ha relacionado el núcleo estriado con el control 

motor, estudios actuales demuestran la implicación del estriado en otros procesos 

cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Ciertas subregiones de la neocorteza y 

del estriado reciben conexiones del hipocampo y de la amígdala, estructuras claves en 

el control del aprendizaje y la memoria (Pennartz y col., 2009). Así pues, dependiendo 
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del origen de las conexiones, el estriado realizará funciones de control motor, 

emocional o estará implicado en el proceso del aprendizaje.  

FIGURA 3: Principales conexiones que establece el núcleo estriado con los ganglios basales. 

Representación de la vía directa (línea continua roja) e indirecta (línea intermitente azul) que transmiten la 

información motora. En la vía directa, la información de la corteza es enviada por neuronas excitatorias 

hacia el núcleo estriado. A partir del estriado, las neuronas inhibitorias envían la información hacia el 

globus pálido interno (GPi) o la parte reticulada de la sustancia negra (SN). De aquí, se envía la 

información hacia tálamo que termina el control de la vía enviando las señales hacia la corteza usando 

neurotransmisores excitatorios. La vía indirecta, la información está conducida por neuronas inhibitorias 

desde el núcleo estriado hacia el globus pálido externo (GPe), de aquí hacia el núcleo subtalámico (NST) 

que, mediante neuronas excitatorias, devuelve la información hacia la SN reticulada/GPi para cerrar el 

círculo de control.

1.3 - ALTERACIONES Y FUNCIONAMIENTO ANÓMALO DEL ESTRIADO  

 Una correcta composición y conexión del núcleo estriado con el resto de 

ganglios basales es necesario para su correcta función. Alteraciones, tanto en 

composición celular como en conexiones, provocan graves enfermedades 

neurológicas. A nivel psiquiátrico, una alteración en la vía cortico-estriato-talámica-

cortical y una reducción del volumen del estriado desarrollan el síndrome de Tourette y 

los trastornos obsesivos compulsivos (TOC) (Tobe y col., 2010). A nivel neurológico, la 

muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SN que proyectan al estriado provoca 
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una disminución del neurotransmisor en el estriado. Esta falta de proteína afecta 

negativamente a la actividad del estriado y provoca una hiperactividad de los ganglios 

basales originando el cuadro típico de la enfermedad de Parkinson. Estas alteraciones 

acarrean con graves síntomas motores, emocionales y de aprendizaje (Lewis y Barker., 

2009). Por otra parte, las neuronas de proyección del núcleo estriado pueden 

degenerar progresivamente originando la corea de Huntington. En este apartado 

describiremos brevemente esta enfermedad para ejemplificar la fuerza de las terapias 

de sustitución en enfermedades neurodegenerativas.   

1.3.1 - Enfermedad de Huntington 

 La corea de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria 

autosómica dominante englobada dentro de las enfermedades de tipo poliglutamina. Es 

una anomalía que se caracteriza por una progresiva disfunción motora presentando 

movimientos coreicos, disturbios emocionales, demencia y pérdida de peso. La edad 

media de inicio de desarrollo de la enfermedad comprende entre los 38 y 40 años, 

llevando a la muerte de los pacientes tras los 15-20 años desde la aparición de los 

primeros síntomas (Martin y Gusella, 1986; Bates, 2003;). En Europa, la prevalencia de 

esta enfermedad es de 3-10 afectados por cada 100.000 individuos (Vonsattel y 

DiFiglia, 1998; Ferrante, 2009). 

 La enfermedad de Huntington está ocasionada por una expansión no controlada 

del triplete citosina-adenosina-guanina (CAG) del exón 1 del gen IT15 que codifica para 

la proteína huntingtina. Consecuentemente se genera una proteína anómala 

caracterizada por la presencia de una cola de poliglutaminas. La proteína se expresa 

de manera ubicua tanto en el sistema nervioso como en los tejidos periféricos  y, hoy 

en día, aún no se conoce su función específica en la célula (The Huntington's Disease 

Collaborative Research Group, 1993; Pérez-Navarro y col, 2006). En personas sanas, 

el número de repeticiones CAG varía entre 17 a 30, en cambio, en los enfermos de 

Huntington el número de repeticiones asciende, como mínimo, a 35 repeticiones (Myers 

y col., 1988). El número de repeticiones que presenta el gen está directamente 

relacionado con la aparición y la severidad de la enfermedad: a mayor número de 

repeticiones, la edad de inicio de la enfermedad aparece a edades más juveniles y es 

más severa (Duyao y col., 1993). A pesar de la expresión ubicua de la proteína, la 

mutación de la huntingtina únicamente ocasiona disfunciones en determinadas áreas 

cerebrales y afecta específicamente a unos tipos neuronales (Ferrante y col., 1987; 

Strong y col., 1993; Bhide y col., 1996). 
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 En la enfermedad de Huntington, las neuronas de proyección MSN del estriado 

son las primeras en presentar una progresiva disfunción y posterior degeneración 

(Ferrante y col., 1991) mientras que las interneuronas no se ven afectadas (Ferrante y 

col., 1985; Vonsattel y col., 1985). Además, entre las neuronas MSNs, las que 

expresan encefalina se ven afectadas antes que las que expresan sustancia P (Reiner 

y col., 1998). A medida que avanza la enfermedad, la atrofia del estriado deja paso a 

una alteración de otras áreas del encéfalo como la corteza cerebral (figura 4). La 

afectación específica de las poblaciones neuronales debido a la presencia de la 

huntingtina mutada también se observa en esta región. Se ha descrito que una 

degeneración selectiva de las neuronas piramidales de la capa III, V y VI de la corteza 

motora y asociativa (DiFiglia y col., 1997). 

FIGURA 4: Patología de la enfermedad de Huntington. Sección coronal del encéfalo donde se aprecia 

una degeneración del núcleo estriado (caudado y putámen) junto con una degeneración cortical. Como 

consecuencia, el volumen del ventrículo lateral aumenta en el cerebro afectado por la enfermedad de 

Huntington. Imagen adaptada de la web http://hdroster.iu.edu. 

 A pesar del alto grado de conocimiento de la fisiopatología de esta enfermedad, 

en la actualidad las terapias usadas en el tratamiento de la corea de Huntington  

únicamente tratan la sintomatología. Aún no se ha desarrollado ninguna terapia efectiva 

que modifique ni el grado de evolución ni la aparición de la enfermedad (Ramaswamy y 

col., 2007).  
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 Actualmente se está investigando con tal de abordar la terapia desde tres 

puntos de vista. Una primera aproximación seria la farmacológica en la que se pretende 

diseñar fármacos con la finalidad de evitar el malfuncionamiento celular originado por la 

presencia de la proteína mutada. En una segunda aproximación, actualmente se está 

apostando por una terapia basada en la erradicación o sustitución de la proteína 

mutada por otra proteína funcional. Y por último, la terapia celular se presenta como la 

última aproximación con tal de reparar la muerte neuronal originada por la presencia de 

la proteína mutada.  

1.3.2 - Terapia celular en la enfermedad de Huntington 

 En este tipo de enfermedades donde hay una muerte neuronal selectiva, la 

terapia celular se perfila como el tratamiento idóneo para reemplazar las células que  

han degenerado. Dependiendo del nivel de actuación de las terapias (protección o 

reemplazamiento) éstas se pueden clasificar en tres tipos: terapias neuroprotectoras, 

terapias de movilización endógena de la neurogénesis y terapias de sustitución.   

 El objetivo principal de las terapias neuroprotectoras es el de modificar la 

progresión de la enfermedad basándose en el concepto de preservación neuronal. De 

esta manera se intenta atenuar o retrasar el comienzo de los síntomas de la 

enfermedad preservando los circuitos neuronales más vulnerables a la degeneración 

(Ramaswamy y col., 2007). Las principales moléculas neuroprotectoras estudiadas en 

este tipo de terapias son las neurotrofinas. Dentro de esta familia, las más estudiadas 

han sido el factor de crecimiento nervioso (NGF; del inglés nerve growth factor), el 

factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF; del inglés brain derived neurotrophic 

factor), la neurotrofina 3 (NT-3) o la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Canals y col., 2004; 

Alberch y col., 2004;). También se han utilizado otros compuestos como el factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF; del inglés glial cell-line neurotrophic factor) y 

varias citoquinas (Alberch y col., 2002; Schober y col., 2007; Lindvall y Wahlberhg, 

2008). Los compuestos que se utilizan en este tipo de terapias pueden administrarse 

por vía sistémica, siempre y cuando tengan la capacidad de travesar la barrera 

hematoencefálica. Como la gran mayoría de ellos son moléculas proteicas que no 

pueden atravesarla, se ha apostado por el trasplante intracerebral de diferentes tipos 

celulares con capacidad de liberar estos factores neuroprotectores (Martinez-Serrano y 

Bjorklund, 1997; Pineda y col., 2007; Giralt y col., 2010). 

 La otra aproximación terapéutica sería la movilización de la neurogénesis 

endógena para generar nuevas neuronas que suplan las degeneradas. Diversos 

estudios demuestran que el aprendizaje, el ejercicio y la riqueza de estímulos del 
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entorno incrementan la neurogénesis y el reemplazo neuronal en animales de 

experimentación. La liberación de señales endógenas delante cualquier estímulo puede 

reparar o evitar la muerte neuronal (Kempermann y col., 1997; Van Praag y col., 2000; 

Nottebohm, 2002; Lie y col., 2004).   

 Por último, las terapias de sustitución, pensadas para realizarse en pacientes en 

estados tardíos de la enfermedad, consisten en el reemplazo de las células que ya han 

degenerado. A pesar de sus dificultades experimentales, prometen ser las terapias de 

la medicina personalizada. Las primeras aproximaciones en este tipo de terapias datan 

de la década de 1980, cuando se trasplantó la eminencia ganglionar fetal (primordio 

telencefálico) en el estriado de ratas que habían sufrido una lesión excitotóxica en el 

mismo núcleo (Graybiel y col., 1989). Tras observar una mejora en los síntomas 

motores y cognitivos, se pasaron a realizar estudios en modelos animales de la 

enfermedad de Huntington y, posteriormente, ensayos clínicos en humanos. En el 

campo de la clínica, diferentes grupos han trasplantado tejido fetal pacientes que no 

muestran una atrofia del estriado muy severa. En todos los casos estudiados, el grado 

de supervivencia era alto sin producir un crecimiento descontrolado y observándose 

mejoras motoras y cognitivas en los pacientes menor a las esperadas en largos 

periodos (Rosser y col., 2002; Peschanski y col., 2004). Tras seis años del trasplante 

de tejido neural fetal se observó que los pacientes presentaban un periodo de 

estabilidad y de mejora motora limitado. En ningún caso se les curaba la enfermedad y, 

a parte, siempre se les tenía que administrar tratamiento neuroprotectivo, hecho que 

cuestionaba el éxito de esta metodología (Bachoud-Lévi y col., 2006). Aunque el 

trasplante de tejido fetal puede ser una aproximación viable para el tratamiento de la 

enfermedad, las cuestiones prácticas y éticas relacionadas con la obtención del tejido 

suponen un gran obstáculo. Debido a las propiedades de diferenciación de las células 

madre y las capacidades de reestablecer circuitos neuronales, se ha apostado en esta 

fuente de células para ser usadas en la terapia sustitutiva. 

 A pesar de los resultados prometedores obtenidos en los trasplantes de las 

células madre en modelos animales, el paso definitivo a la clínica parece estar lejos. En 

el caso del sistema nervioso, la baja efectividad de diferenciación de las células madre 

hacia el fenotipo deseado supone una dificultad para la aplicación inmediata. 

Reproducir en el laboratorio las secuencias que ocurren durante el desarrollo 

embrionario del sistema nervioso central (SNC) es un objetivo llevado a cabo por 

muchos laboratorios actualmente. Aunque existen muchos grupos trabajando en 

estudiar los factores que están implicados en la regulación de la diferenciación de las 

estirpes neuronales durante embriología del sistema nervioso central continúa siendo 

muy atractivo para los investigadores.  
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2 - EMBRIOLOGÍA DEL TELENCÉFALO 

 Es fundamental conocer con exactitud el desarrollo del encéfalo para dar 

respuesta a muchas preguntas de las neurociencias actuales. El SNC se desarrolla a 

partir del tubo neural formado durante el proceso de neurulación. Las células de la 

parte rostral del tubo neural presentan diferentes tasas de proliferación originando la 

formación de tres vesículas diferenciadas: prosencéfalo o cerebro anterior, 

mesencéfalo y rombencéfalo. A medida que avanza el desarrollo, estas vesículas 

sufren una serie de pliegues y subdivisiones originando la aparición de 5 vesículas: 

telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo o rombencéfalo. De 

estas vesículas se desarrollaran las diferentes estructuras del SNC maduro (figura 5). 

Dado en que en esta tesis únicamente nos centraremos en el desarrollo embrionario 

del núcleo estriado, pasaremos a comentar el proceso de diferenciación del telencéfalo, 

que es donde se ubica el primordio de este núcleo. 

FIGURA 5: Principales subdivisiones del sistema nervioso durante el desarrollo embrionario. Debido 

a las diferencias en la tasa de proliferación en las zonas del tubo neural, a partir de las 3 vesículas iniciales 

se formarán 5 que darán lugar a diferentes estructuras en el animal adulto. Imagen modificada de 

Developmental Biology (2001), Gilbert http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books. 

2.1 - COMPARTIMENTALIZACIÓN DEL TELENCÉFALO: PALLIUM I SUBPALLIUM 

 El telencéfalo embrionario está divido en dos áreas progenitoras responsables 

de generar, con alta precisión y de manera compleja, la totalidad de neuronas 
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excitatorias e inhibitorias del cerebro anterior. En el eje dorsoventral (DV) del 

telencéfalo se forman las estructuras llamadas pallium o telencéfalo dorsal y el 

subpallium o telencéfalo ventral alrededor del ventrículo lateral (Marin y Rubesntein 

2001; Wonders y Anderson, 2006). 

 El pallium está subdivido regionalmente en cuatro áreas que originarán 

diferentes estructuras: el pallium medial que originará el hipocampo; el pallium dorsal

que dará lugar a la isocorteza; el pallium lateral que formará la corteza olfativa y una 

parte de la amígdala; y el pallium ventral del que se formará el resto de la amígdala y el 

claustrum (Rubenstein, 2000; Medina y Abellán, 2009) (figura 6). El subpallium 

presenta diferencias en la tasa de proliferación provocando la formación de las 

eminencias ganglionares. En la parte anterior se distingue la eminencia ganglionar 

medial (EGM) de la que se originarán las interneuronas de corteza y estriado. En la 

parte ventrolateral se distingue la eminencia ganglionar lateral (EGL) a partir de la cual 

se originarán las neuronas de proyección del estriado e interneuronas que migrarán al 

bulbo olfatorio. Y, en la parte más posterior del telencéfalo, aparecerá la eminencia 

ganglionar caudal (EGC) que dará lugar a neuronas que migrarán a diferentes destinos 

del encéfalo adulto (Bulfone y col., 1993; Puelles y col., 2000). La división entre pallium

y subpallium está formada por una zona de transición conocida como zona de unión de 

pallium y subpallium o PSB (del inglés pallial-subpallial boundary) donde convergen la 

expresión de diferentes factores de transcripción que determinan la disposición DV 

(Carney y col., 2009). Tanto el pallium como el subpallium están formados por tres 

áreas diferenciadas según las características de las células que las componen. La zona 

que está en contacto con el ventrículo lateral llamada zona ventricular (ZV). La zona 

más profunda en contacto con la ZV se llama zona subventricular (ZSV). Y, por último, 

la zona más interna alejada del ventrículo recibe el nombre de zona del manto (ZM). En 

la primera y segunda capa se localizan los progenitores neurales mientras que en la 

ZM las células que lo componen son células diferenciadas que darán lugar a las 

diferentes estirpes neurales que conforman el cerebro adulto (Sauvageot y Stiles, 2002; 

Ross y col., 2003) (figura 6).  
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FIGURA 6: Representación de los derivados adultos originados de la vesícula telencefálica. La 

vesícula telencefálica se divide en tres àreas según la tasa de proliferación celular: la zona ventricular (ZV), 

la zona subventricular (ZSV) y la zona del manto (ZM). Las diferentes subdivisiones del pallium y del 

subpallium darán lugar a estructuras adultas muy diversas. 

2.2 - DETERMINACIÓN ANTEROPOSTERIOR DEL TELENCÉFALO

 La inducción de las características rostro-caudal (eje anteroposteior, AP) del 

telencéfalo precede al DV durante el desarrollo embrionario. A lo largo del eje AP se 

formarán estructuras tan diversas como el neocortex (a partir pallium anterior) o la 

formación del hipocampo (a partir del pallium posterior). Deben existir unos 

mecanismos de regulación exhaustivos para regionalizar las vesículas telencefálicas. 

En la porción medial del pallium se ha descrito la presencia de un centro organizador 

llamado pliegue cortical (del inglés cortical hem) caracterizado por la expresión de 

determinados factores extrínsecos e intrínsecos (Subramanian y Tole., 2009). Los 

factores de transcripción Foxg1 y Lhx2 se expresan en el pallium anterior y desaparece 

la expresión a partir del pliegue cortical. Esta inhibición de la expresión es la que 

confiere  el carácter caudal del pallium. Animales deficientes en la proteína Foxg1 

presentan una expansión de estructuras caudales caracterizadas por la presencia de 

marcadores hipocampales en regiones neocorticales (Muzio y Mallamaci; 2005; Hoch y 

col., 2009). De la misma manera, animales quimeras con regiones de ausencia de 

expresión de Lhx2, presentan islotes con marcadores hipocampales en las regiones 
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correspondientes a la abolición de la proteína (Mangale y col., 2008). A parte de la 

expresión de diversos factores de transcripción, morfógenos o factores extrínsecos 

activan vías de señalización específicas para la correcta formación del eje AP. La vía 

Wnt se activa por la unión específica del ligando extracelular determinado al receptor 

de membrana llamado Frizzled. A nivel intracelular se propicia la entrada del factor ß-

catenina al núcleo celular donde activará genes específicos. Animales con una 

expresión constitutiva de ß-catenina inducen a las células corticales a adoptar 

características hipocampales (Machon y col., 2007), la cual cosa indica la inducción 

caudal que ejerce este factor durante el desarrollo. En cambio, uno de los miembros de 

la familia de factores de crecimiento fibroblástico (Fgf, del inglés fibroblastic growth 

factor), el Fgf8, induce características rostrales en los territorios donde actúa 

(Shimogori y col., 2004).  

 A pesar de la implicación de estos factores en la regionalización rostro-caudal 

del telencéfalo, nuevas aproximaciones científicas serán necesarias para establecer 

con exactitud los mecanismos implicados en la determinación de los ejes y la correcta 

diferenciación de las vesículas telencefálicas. Además, se ha observado que durante el  

avance del desarrollo varían las señales que confieren las propiedades espaciales. En 

las etapas tempranas, la presencia de centros de señalización, como las hendiduras 

corticales, es imprescindible para la correcta la regionalización. En cambio, en etapas 

posteriores la identidad regional y la tasa de crecimiento viene delimitado por 

mecanismos celulares autónomos, sin tener en cuenta el ambiente externo. 

2.3 - DETERMINACIÓN DORSOVENTRAL DEL TELENCÉFALO  

Los factores que intervienen en la regionalización DV se pueden englobar en 

factores extrínsecos y factores intrínsecos igual como ocurre durante la determinación 

AP. Tras la separación de las estructuras del telencéfalo anterior, las diferentes zonas 

se diferenciaran durante la embriogénesis para dar lugar a estructuras tan diferentes en 

el adulto como la corteza, el bulbo olfatorio o el estriado. A continuación se resumirán 

los factores más estudiados y la función que ejercen durante el desarrollo del 

telencéfalo.  
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2.3.1 - Factores extrínsecos 

 La implicación de morfógenos, en el desarrollo embrionario del SNC ha sido 

estudiada principalmente en médula espinal. Los estudios realizados en esta región 

demuestran que tanto la determinación de los ejes AP y DV está establecida por 

gradientes de concentración de los morfógenos secretados. Estos factores modifican 

los diversos factores de transcripción que serán los responsables de la determinación 

final. En el desarrollo del telencéfalo se ha descrito que no son tan importantes los 

gradientes establecidos como la temporalidad de la expresión (Jessell, 2000).  

2.3.1.1 - Sonic hedgehog 

 Sonic hedgehog (Shh) es un potente factor que induce carácter ventral a las 

estructuras del sistema nervioso durante el desarrollo embrionario (Echelard y col., 

1993). Durante la neurulación, Shh se libera en regiones específicas de tubo neural 

para ejercer el efecto ventralizante. En la etapa de formación de las vesículas 

telencefálicas, la síntesis de Shh está restringida al subpallium y más concretamente a 

la zona medial de la EGM (Takahashi y Liu; 2006). El uso de anticuerpos de Shh para 

alterar su efecto demuestra que la función ventralizante de este morfógeno es 

específica en cada etapa del desarrollo embrionario (Rallu y col., 2002). La adquisición 

del carácter ventral del telencéfalo viene dado por el efecto de Shh ejercido durante la 

gastrulación, mientras que la exposición posterior confiere al telencéfalo un carácter 

ventrolateral. A diferencia de la dependencia de gradiente de concentración de Shh que 

ocurre durante el desarrollo de la médula espinal, el telencéfalo embrionario responde 

al efecto ventralizante según el periodo de liberación del morfógeno (Gunhaga y col., 

2000). La alteración de los niveles de Shh en el desarrollo del SNC origina importantes 

malformaciones embrionarias. Así pues, en los animales deficientes de Shh se observa 

una holoprosencefalia caracterizada por la presencia de una estructura ventral 

rudimentaria, demostrando la importancia del morfógeno Shh en la determinación 

ventral del telencéfalo (Chiang y col., 1996).  

 Para entender la función de Shh tenemos que estudiar las proteínas que median 

la respuesta en las células progenitoras. Resumiendo la cascada de señalización, Shh 

se une a un receptor de membrana llamado Patched1 (Ptch1)  revirtiendo la represión 

de la proteína Smoothened (Smo), y en consecuencia, activándola. Smo activa 

principalmente la proteína Gli que, al traslocarse al núcleo se une al ácido 

desoxirribonucleico (ADN) para promover la transcripción de los genes diana, entre los 

que se encuentra el mismo receptor Ptch1, con tal de amplificar la función de Shh 
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(Stranton y Peng, 2010). Así pues, las proteínas pertenecientes a la familia Gli son 

esenciales para la señalización del morfógeno Shh. La familia de genes Gli está 

formada por tres genes diferentes (Gli1, Gli2 y Gli3) actuando Gli1 y Gli2 como 

proteínas activadoras y ofreciendo un carácter ventral. La proteína Gli3 actúa como 

proteína represora y, consecuentemente, activa un patrón dorsal (Matise y Joyner, 

1999). Animales con las proteínas Gli1 y Gli2 eliminadas (Gli1-/- y Gli2-/-) presentan un 

desarrollo correcto del telencéfalo debido, seguramente, a una compensación por parte 

del otro miembro de la familia. En cambio, los animales deficientes de Gli3 (Gli3-/-) 

presentan una extensión de los marcadores ventrales hacia las zonas dorsales de las 

vesículas telencefálicas (Grove y col., 1998; Theil y col., 1999). El hecho que los 

animales mutantes para Shh y Gli3 presenten fenotipos opuestos sugiere que debe 

existir un balance entre Shh y Gli3  para la correcta regionalización mediada por Shh. 

Así pues, analizando los animales deficientes para los dos genes Shh y Gli3 (Shh-/-

;Gli3-/-) se observa que la especificación ventral está visiblemente recuperada respecto 

a los dos mutantes simples (Wang y col., 2000; Litingtung y col., 2002). 

2.3.1.2- Factores de crecimiento fibroblástico 

 La familia Fgf está compuesta por 22 polipéptidos que participan en diversos 

procesos biológicos como el control de la proliferación, diferenciación, migración y 

organogénesis (Eswarakumar y col., 2005; Iwata y Hevner, 2009). Dentro de toda la 

familia de Fgf son los Fgf8, Fgf15, y los receptores de Fgf 1 y 2 los responsables en la 

señalización ventral en este momento del desarrollo (Iwata y Hevner, 2009). Estos 

factores se unen a uno de los cuatro receptores tirosina-quinasa de alta afinidad 

llamados Fgfr (del inglés, Fgf receptors). Recientemente se ha observado que Fgf y 

Fgfr específicos están implicados en la determinación DV de las vesículas 

telencefálicas. Durante el proceso de neurulación estos factores han sido relacionados 

con la adquisición de carácter rostral del tubo (Crossley y Martin, 1995; Iwata y Hevner, 

2009), y como veremos a continuación, en la determinación ventral de las vesículas 

telencefálicas.  

 El compuesto Fgf8 promueve propiedades ventrales induciendo genes que se 

expresan en esta región y reprimiendo otros genes dorsales (Kuschel y col., 2003; 

Iwata y Hevner, 2009). Este compuesto se expresa durante el desarrollo embrionario 

del encéfalo desde E8,5 (edad embrionaria 8,5 días) hasta E12,5 (Echevarria y col., 

2005). Se ha descrito que este factor está regulado por la señalización de Shh y Gli3. 

El análisis de Fgf8 en los animales deficientes Shh-/-, Gli3-/- y Shh-/-;Gli3-/-  demuestra 

que el factor Fgf8 no está presente en el primer de los animales y existe una 
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sobreexpresión en los dos últimos animales. Estas observaciones nos permiten concluir 

que Fgf8 está inhibido por Gli3: en ausencia de Shh la proteína Gli3 no se encuentra 

inhibida y, por tanto, se traduce en una inhibición de Fgf8 en el caso de los animales 

Shh-/- (Aoto y col., 2002). Otro miembro de la familia de los Fgf, el Fgf15, también está 

inducido por la vía de señalización de Shh y, por consecuente, implicado en la 

determinación DV (Rash y Grove, 2007; Borello y col., 2008). La importancia de la 

familia Fgf ha sido confirmada  por el estudio realizado en animales que no expresan 

alguna combinación de los miembros de la familia Fgfr. Animales que pierden la 

expresión de Fgfr1 y Fgfr3 presentan una correcta especificación ventral del telencéfalo 

aunque pierden el surco existente entre las EGM y EGL debido a errores en la 

diferenciación. En el caso de eliminar los receptores Fgfr1 y Fgfr2 se produce una 

drástica reducción de marcadores ventrales. Y, por último, en el caso que se 

delecionen los tres receptores, Fgfr1, Fgfr2 y Fgfr3, se produce una abolición total de 

los dominios dorsales y ventrales (Gutin y col., 2006; Hebert y Fishell 2008). La 

señalización intracelular de los receptores de Fgf está mediada por la vía de 

señalización fosfatidilinositol y la vía Ras-Erk. La unión de factores como Fgf8 a sus 

receptores activan la expresión de moléculas como Mkp3/Sef y la familia Sprouty para 

crear el gradiente necesario y asegurar la correcta formación del eje DV (Echevarria y 

col., 2005). Estas evidencias in vivo demuestran que la señalización por Fgf está 

controlado por la vía de Shh y Gli3 y que la integridad de las dos vías son 

imprescindibles para la correcta especificación ventral del telencéfalo.  

2.3.1.3 – Proteínas morfogenéticas óseas 

 Las proteínas morfogenéticas óseas (BMP; del inglés bone morphogenetic 

proteins) ejercen un importante papel durante la organogénesis del SNC. En la médula 

espinal, las BMPs  activan la especificación dorsal (Rallu y col., 2002). En el desarrollo 

del telencéfalo, estudios en peces zebra mutantes de uno de los miembros de BMPs 

pierden la expresión de genes que atorgan la propiedad dorsal, como el gen Emx1, de 

las vesículas telencefálicas (Shanmugalingam y col., 2000). Además, estudios 

posteriores han demostrado que en la parte ventral del tubo neural se expresan 

inhibidores de las BMPs tales como Noggin, Chordin y Follistatin para antagonizar el 

efecto dorsalizante de las BMPs (Wilson y Maden, 2005). A pesar de los efectos 

observados, la implicación exacta de las BMPs en la regionalización DV continua 

siendo controvertida. El hecho que los mutantes de BMPs tengan afectadas otras vías 

de señalización necesarias para la determinación inicial del tubo neural dificulta la 

interpretación de los efectos observados.  
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2.3.1.4 - Ácido retinoico

 El ácido retinoico (AR) está implicado en la neurogénesis en diferentes etapas 

del desarrollo del estriado confiriendo carácter ventral a estas estructuras. En las 

primeras etapas de neurulación, la ausencia del enzima de síntesis de AR Raldh2 (del 

inglés retinaldehyde dehydrogenase type 2) provoca una reducción de la tasa de 

proliferación y una consecuente malformación del tubo neural (Ribes y col., 2006). La 

especificidad de expresión de las moléculas implicadas en la síntesis y respuesta del 

AR revela una acción selectiva de este factor durante el desarrollo del estriado. Los 

enzimas involucrados en la síntesis de Raldh1 y Raldh3 (del inglés retinaldehyde 

dehydrogenase type 1 y 3) se expresan selectivamente en los terminales axonales 

aferentes que inervan la EGL y en la ZM de la EGL, respectivamente (McCaffery y 

Drager, 1994; Li y col., 2000). El hecho que en el estriado se encuentren gran densidad 

de enzimas participantes en la síntesis de AR, se correlaciona con una alta 

concentración del morfógeno en la EGL (Toresson y col., 1999). No sólo la síntesis del 

AR es selectiva en esta eminencia, también se encuentra una regionalización en la 

expresión de los receptores del morfógeno. Los receptores que forman heterodímeros 

para la correcta señalización, RAR�, RARß, RXRß y RXRγ (del inglés reitnoic acid 

receptor y retinoico X receptor), se expresan selectivamente en la EGL y en el estriado 

adulto (Krezel y col., 1999; Liao y col., 2005). Y por último, la síntesis de proteínas de 

unión a AR, como retinol, que facilitan su síntesis, y los enzimas encargados de su 

degradación también se expresan selectivamente en la EGL (Ruberte y col., 1993; 

Zetterstrom y col., 1994). El enriquecimiento de las moléculas involucradas en la 

señalización del AR en la EGL confiere la especificidad del sistema en esta región 

(Takahashi y Liu, 2006). 

 En cuanto a la acción del AR durante el desarrollo de la EGL se ha observado 

que está implicado en la regionalización de las vesículas telencefálicas. Más 

concretamente, se ha descrito que contribuye a la separación de las EGM y EGL 

mediante la activación de factores de transcripción como Meis2 (Toresson y col., 2000; 

Marklund, 2004; Takashashi y Liu, 2006). Además, el AR también induce la expresión 

de proteínas específicas de células estriatales como DARPP-32 y receptores de 

dopamina estriatales D1 y D2  (Liao y col., 2005). La importancia de la correcta 

señalización del AR durante el desarrollo embrionario se corrobora cuando estudiamos 

animales que presentan alteraciones en la expresión de algunos de los componentes 

de la vía. Animales deficientes en el receptor  RARß o en combinaciones de alguno de 

los receptores RAR o RXR presentan un defecto en la formación del compartimento 
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estriatal acompañado por una reducción de marcadores estriatales (Kreezel y col., 

1999; Liao y col., 2008).  

 Los factores descritos anteriormente no actúan de manera independiente 

durante la regionalización del telencéfalo. Se ha observado, por ejemplo, que las BMPs 

regulan positivamente la expresión de Gli3 (Meyer y Roelink, 2003). También se ha 

descrito una conexión entre las vías de señalización de Shh, Fgf y AR (Ribes y col., 

2006). Por tanto, la correcta adquisición del fenotipo celular dorsal o ventral vendrá 

dado por un balance óptimo de los morfógenos anteriormente citados. Estos factores 

convergen induciendo un conjunto de factores de transcripción que directamente 

establecerán la identidad regional dentro del telencéfalo.  

2.3.2 - Factores intrínsecos 

 La expresión específica de determinados factores de transcripción que 

contienen algún homeodominio bHLH (del inglés Basic helix loop helix) en su estructura 

induce la regionalización DV del telencéfalo embrionario. Los diferentes factores de 

transcripción ejercen funciones de activación y de represión entre ellos con la finalidad 

de determinar los límites del pallium y subpallium.  

 Durante  las etapas tempranas del proceso de establecimiento del pallium y 

subpallium, el telencéfalo dorsal se caracteriza por la expresión del factor de 

transcripción Pax6. Animales que presentan la proteína Pax6 no funcional presentan un 

elongación del pallium ventral (Kroll y O’Leary, 2005; O’Leary y col., 2007). En regiones 

ventrales se observa la expresión del factor de transcripción Gsh2 (también llamado 

Gsx2). Existe una represión mutua entre los factores Pax6 y Gsh2 de manera que se 

genera un área intermedia donde no hay expresión de Pax6 pero sí de Gsh2 a partir de 

la cual se delimita el subpallium (Toresson y col., 2000; Carney y col., 2009). Animales 

que presentan deficiencias en la expresión de uno de los dos factores de transcripción 

presentan una expansión del territorio de dominio opuesto (Yun y col., 2001). La región 

más ventral del subpallium se caracteriza por la expresión del factor de transcripción 

Nkx2.1. Sin conocer demasiado el mecanismo de acción de este factor de 

transcripción, la presencia de Nkx2.1 induce propiedades de la EGM inhibiendo el 

carácter de EGL del territorio vecino (Sussel y col., 1999; Corbin y col., 2003). Así pues, 

encontramos que los territorios del pallium se caracterizan por la expresión de Pax6 y 

el subpallium por la expresión de Gsh2. Dentro del subpallium, se diferencia la EGL y 

EGM por la expresión de NKx2.1 en la última región.  
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 A medida que el desarrollo avanza, estos factores quedan limitados en las 

zonas germinales de del telencéfalo, es decir, en la ZV. En la ZM se activaran otros 

factores de transcripción con el fin de diferenciar los progenitores a las células 

derivadas. Las neuronas de proyección glutamatérgicas derivadas del pallium, tras la 

expresión de Pax6 expresan genes como Emx1, Neurogenina1/2 (Ngn 1/2), NeuroD1 y 

Tbr1/2 para su diferenciación terminal (Guillemot 2007; Mattar y col., 2008; Sansom y 

col., 2009). En el subpallium, los progenitores que se diferenciaran a las neuronas 

estriatales (provenientes de la EGL) y las interneuronas corticales y del bulbo olfatorio 

(provenientes de la EGM) comparten varios factores de transcripción. Tras la expresión 

de Gsh2, se activarán los factores Dlx1/2 (Anderson y col., 1997) y Mash1 (también 

llamado Ascl1) (Casarosa y col., 1999; Wang y col., 2009) que determinaran la 

diferenciación terminal de estos precursores. Así pues, la determinación inicial de las 

estructuras telencefálicas permiten activar diferentes vías de señalización con el 

objetivo de generar la diversidad neuronal necesaria.  

 Tras hacer un breve resumen de los factores implicados en la determinación de 

los ejes DV y AP, a continuación se muestra un esquema en que se representa el papel 

de cada morfógeno durante el desarrollo (figura 7).  

FIGURA 7: Esquema representativo de la regionalización DV del telencéfalo. Las vesículas 

telencefálicas se someten a diferentes factores con tal de adoptar las propiedades dorsoventrales. Los 

morfógenos ventralizantes están expresados de color amarillo, los dorsalizantes en azul y el AR en verde. 

Dentro de los factores intrínsecos, los factores de transcripción ventrales Gsh2 (en la EGL, verde) y Nkx2.1 

(en la EGM, amarillo) se expresan en la ZV. En el pallium, la proteína Pax6 ejerce el efecto dorsalizante 

para conseguir la correcta formación de las estructuras derivadas. Dentro de los factores intrínsecos, existe 

un sistema de inhibición lateral que asegura un mayor control.  
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2.4 - DESARROLLO DE ESTRUCTURAS DERIVADAS DEL TELENCÉFALO 

 Como se ha comentado a los apartados anteriores, a partir de cada una de las 

áreas delimitadas en las vesículas telencefálicas se generarán diferentes tipos 

celulares que poblaran las estructuras maduras del SNC. En este apartado, se 

intentará resumir la diversidad celular que generan tanto el pallium como el subpallium. 

2.4.1 - La corteza

 La región dorsal del telencéfalo origina la corteza cerebral que está formada por 

la neocorteza, la paleocorteza o corteza piriforme y la archicorteza o hipocampo según 

su disposición rostro-caudal. Las neuronas corticales se generan a partir de la ZV  del 

pallium donde se localizan los precursores neurales (que son capaces de producir tanto 

células gliales como neuronales). Las primeras divisiones de estos progenitores 

originan glía radial que emite sus prolongaciones de manera perpendicular a la 

superficie de la ZV del pallium. Tras la generación de estas células, se da paso a un 

proceso de amplificación de los precursores mediante divisiones simétricas. 

Posteriormente, algunos de estos progenitores se someten a divisiones asimétricas 

para producir una célula descendiente post-mitótica que generará la neurona madura. 

Éstas migraran radialmente utilizando el andamiaje formado por las ramificaciones de 

la glía radial con tal de ocupar la destinación final y generar la estructura laminar de la 

corteza cerebral adulta (Wonders y Anderson, 2006; Marin y Rubenstein, 2003). Las 

neuronas provenientes del pallium darán lugar a las neuronas de proyección 

piramidales que ejercerán diferentes funciones dependiendo en la capa cerebral donde 

se localicen.  

 La función principal de las interneuronas de la corteza adulta es modular la 

información transmitida por las neuronas de proyección piramidales. Las interneuronas 

constituyen un 25% de la población neuronal cortical y se caracterizan por la ausencia 

o la presencia disminuida de espinas en las terminaciones nerviosas (Whittington y 

Traub., 2003; Wonders y Anderson, 2006). Estas interneuronas provienen de la EGM y 

la EGC del telencéfalo ventral y, mediante  procesos de migración tangencial, ocuparán 

la localización final. Tanto en el caso de la diferenciación de las neuronas de 

proyección como en el caso de las interneuronas, los progenitores se encuentran en la 

ZV de las eminencias ganglionares y son los indispensables para generar la diversidad 

neuronal. Tras la especificación neuronal los progenitores salen de ciclo celular y se 

someten a los procesos de migración que facilitará la maduración de la neurona 

(Wonders y Anderson, 2006).  
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 Las señales implicadas en los diferentes procesos de generación, tanto de las 

neuronas de proyección como de las interneuronas, continúan siendo el objetivo de 

estudio en muchos laboratorios.  

2.4.2 – El estriado  

 Durante el desarrollo embrionario, a partir de la EGL se formarán las neuronas 

de proyección del estriado, mientras las interneuronas provendrán de la EGM. El 

proceso de diferenciación neuronal, igual que ocurre en la diferenciación de la corteza, 

comienza en la ZV donde residen los precursores neurales. Tras amplificar los 

progenitores y activar el proceso de diferenciación, las neuronas migrarán para ocupar 

la ZM donde adoptarán la localización final. A diferencia de los estudios de 

diferenciación de las neuronas de proyección en la corteza, el estriado no está 

organizado en columnas dificultando la comprensión del proceso de génesis. La 

diferenciación de las interneuronas comparte grandes similitudes con el proceso 

descrito en el apartado anterior. La diferencia entre unas y otras será el proceso de 

migración para alcanzar el destino final.  

 Durante el desarrollo del estriado de los roedores, se han descrito dos picos de 

generación de neuronas de proyección. Las neuronas generadas en cada una de las 

oleadas, aunque no presentan ninguna diferencia bioquímica, generarán los dos 

compartimentos característicos de este núcleo: los estriosomas y la matriz. Así pues, 

las neuronas generadas en el primer pico de neurogénesis conformarán los futuros 

estriosomas, en cambio, las neuronas del segundo pico conformarán la matriz del 

estriado. El establecimiento de este patrón de diferenciación se remonta al primer 

estudio de desarrollo que se realizaró en la década de 1980. En este estudio, se 

marcaron radiactivamente las neuronas postmitóticas durante el desarrollo del estriado 

de ratas con la finalidad de seguir in vivo estos precursores. Se observó que las 

primeras neuronas nacidas, alrededor de E12 y E15, formarían el compartimento 

estriosomal, mientras las nacidas en la segunda oleada, entre E17 y E20, generaban la 

matriz (van der Kooy y Fishell, 1987). En ratones, la primera oleada de neurogénesis se 

sitúa alrededor de E12-E13 a partir de los precursores situados en la región ventral-

lateral de la EGL y las neuronas originadas de la segunda alrededor de E14-E15 

(Mason y col., 2005). Las señales que controlan las oleadas de neurogénesis no se 

conocen con precisión, aunque la vía de señalización de Notch o factores de 

transcripción como Gsh2 o Mash1 parecen tener una implicación en dichas oleadas 

(Casarosa y col., 1999; Yun y col., 2003; Mason y col., 2005). Durante la primera 

oleada de neurogénesis, las neuronas generadas se distribuyen de manera dispersa en 
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el manto de la EGL. Al diferenciarse las neuronas de la segunda oleada, éstas 

ocuparan también la ZM desplazando a las neuronas nacidas en la primera etapa 

agruparse en pequeños cúmulos celulares (van der Kooy y Fishell, 1987). La llegada 

continua de nuevas neuronas de la matriz induce un aislamiento de estas agrupaciones 

hasta el punto de generar estructuras estables y definidas, los estriosomas (Krushel y 

col., 1989; Song y Harlan, 1994). La reorganización espacial de las neuronas 

generadas viene acompañada por la expresión de las proteínas características de cada 

uno de los compartimentos. En los últimos días embrionarios, se generan unos 

gradientes regionales de manera que la proteína sustancia P empieza a expresarse en 

porciones rostrales y la encefalina en regiones más caudales. De esta manera, hacia 

E16, las neuronas estriosomales preferentemente empezarán a expresar sustancia P 

mientras que las neuronas de la matriz, de manera preferente, expresarán encefalina. 

La expresión específica de cada uno de las proteínas permite el establecimiento de 

conexiones diferentes, como se explicó en la primera parte de la introducción (Cuello y 

Paxinos, 1978; Correa y col., 1981; Song y Harlan, 1994). Tras las etapas de expresión 

desigual existe una homogenización de la distribución de manera que tanto encefalina 

como sustancia P se extenderá a lo largo de todo el eje rostro-caudal del estriado 

(Penny y col., 1986; Harlan y col., 1989). La expresión de otra proteína presente en la 

mayoría de neuronas de proyección, DARPP-32, también presenta un patrón de 

expresión específico durante el desarrollo embrionario. Durante etapas embrionarias 

esta proteína únicamente se expresa en neuronas nacidas en la primera oleada de 

neurogénesis. Mientras, las neuronas nacidas en la segunda oleada y que ocuparán la 

matriz empiezan a expresar DARPP-32 durante la edad postnatal, cuando completan el 

proceso de maduración neuronal (Ouimet y col., 1992). Todos estos procesos de 

diferenciación están controlados por una gran cantidad de factores extrínsecos o 

intrínsecos. Es necesario un exhaustivo control con tal de asegurar una correcta 

formación del estriado adulto.  

3 – CONTROL DEL DESARROLLO DE LOS DERIVADOS TELENCEFÁLICOS 

 Actualmente, el telencéfalo dorsal de los mamíferos ha sido un modelo óptimo 

para investigar los mecanismos involucrados en la generación de neuronas y glía 

durante la edad embrionaria. El proceso de generación de la gran diversidad de células 

neurales a partir de unos progenitores concretos viene especificado por una 

combinación de factores de transcripción que actúan de manera similar tanto en el 

desarrollo del telencéfalo como en el de la médula espinal (Corbin y col., 2008). A 
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pesar de esta gran similitud, se debe tener presente que el desarrollo telencefálico 

genera una gran complejidad neuronal. Esto dificulta más el estudio del desarrollo 

debido a la gran cantidad de factores están implicados en esta especificación.  

 Como ya se ha comentado anteriormente, las células madre neurales (NSC, del 

inglés neural stem cells) se localizan en la ZV del telencéfalo. Estas células madre 

tienen la capacidad de amplificar la progenie generando gran número de precursores 

que ocuparán la ZSV. Tras la generación de estos precursores, diversas vías de 

diferenciación actuarán para conseguir células de cada una de las estirpes neurales: 

neuronas, glía u oligodendrocitos. Junto al proceso de diferenciación, las células post-

mitóticas sufren procesos de migración con tal de ocupar el destino final. A 

continuación, se detallarán los factores descritos que participan en el control de cada 

una de las etapas: proliferación, determinación de estirpe neural y diferenciación.  

3.1 – PROLIFERACIÓN CELULAR  

 La gran diversidad de células generadas en el telencéfalo durante el desarrollo 

embrionario proviene de una única capa de neuroepitelio de la ZV,  donde residen las 

NSC. La composición celular de esta capa y cómo se genera la gran progenie a partir 

de esta única capa han sido y continúan siendo la pregunta central de la biología del 

desarrollo hoy en día.  

 Los neuroepitelios, tanto del pallium como del subpallium, están formados 

inicialmente por células madre que se dividen rápidamente con el fin de expandir la 

población de células progenitoras. Durante el proceso de neurogénesis, una parte de 

las células madre neuroepiteliales se convierten en células especializadas llamadas 

células de la glía radial (CGR). Los somas de las CGR se localizan en la ZV, mientras 

sus ramificaciones salen de la ZV para ocupar la ZSV y la ZM. Las neuronas post-

mitóticas en diferenciación o neuroblastos, utilizan estas ramificaciones como guía para 

migrar radialmente y ocupar así la ZM (Rakic, 1971; Hatten y Mason, 1990). En una 

primera etapa, sobre E11 en ratón, las CGR se dividirán simétricamente con tal 

aumentar el número de células. Posteriormente, éstas se dividen asimétricamente con 

tal de producir una nueva CGR (idéntica a sus progenitores) con capacidad 

autorrenovadora y una célula progenitora que ocupará la ZSV (Gotz y Huttner, 2005). 

Las mismas CGR generan un tipo celular especializado llamado células progenitoras 

intermedia (CPI) o células progenitores basales (Haubensak y col., 2004; Miyata y col., 

2004; Noctor y col., 2004). Estas células ocuparán la ZSV dónde se dividirán 

simétricamente con la finalidad de producir dos células hijas idénticas e ir así 

aumentando el número de progenitores neuronales (Corbin y col., 2008). Así pues, 
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mediante divisiones asimétricas y simétricas se pueden generar diferentes progenies 

celulares: astrocitos, neuronas y oligodendrocitos (Temple, 2001) (figura 8). 

  

FIGURA 8: Proceso de diferenciación a partir de los progenitores neurales en la EGL. (A) Las células 

madre neurales (NSC) pueden dividirse por división simétrica (flecha discontinua) para dar más NSC o por 

asimétrica (flecha continua) para dar lugar a las células de la glía radial (CGR). A su vez, éstas se dividen 

para dar lugar a más células CGR o dar lugar a células progenitoras intermedias (CPI), A partir de este 

momento, los precursores salen del ciclo celular generando las diferentes estirpes neurales (neuronas, 

astrocitos y oligodendrocitos). (B) Localización en la EGL de las células progenitoras en los diferentes 

estados de diferenciación. Las células que se encuentran en ciclo celular (CGR y CPI) se localizan en la 

ZSV mientras que los neuroblastos, astrocitos y oligodendrocitos ocupan la ZM.   

Durante el proceso de diferenciación, los progenitores basales cambiarán su estado 

proliferante a un estado postmitótico para generar el fenotipo definido. La salida de 

ciclo celular de estas CPI está íntimamente relacionada con la especificación de la 

estirpe neural. Este proceso está altamente regulado con tal de poder generar el 

número exacto de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos que formarán el sistema 

nervioso adulto. Las proteínas reguladoras del ciclo celular, es decir, que regulan esta 

transición las podemos englobar en dos grupos según su actividad: proteínas que 

actúan a nivel del ciclo celular (ciclinas e inhibidores de ciclinas) y proteínas 

involucradas en la vía de señalización de Notch.  
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3.1.1 – Ciclinas e inhibidores de ciclinas  

 El ciclo celular se caracteriza por presentar cuatro fases: G1, S o fase de 

síntesis, G2 y M o fase de mitosis. Las primeras tres etapas constituyen la interfase 

mientras que la fase de mitosis se considera como división celular propiamente dicha. 

Durante la interfase, en la fase G1 las células se engrandecen con tal de facilitar la 

síntesis de ADN. En la fase S se produce la replicación del ADN y posteriormente, 

durante la fase G2, se engrandecerá la célula con tal de facilitar la división. Por último, 

en la etapa definitiva de división, la fase M, la célula detiene su crecimiento y toda la 

energía celular está focalizada en la citocinesis y posterior generación de las dos 

células hijas. En este momento, las células pueden elegir entre continuar divisiones 

sucesivas o, en cambio, dejar de dividirse. Las células que abandonan el ciclo celular, 

fase G0, pueden realizarlo de manera temporal o definitiva. La regulación del ciclo 

celular incluye varios puntos de control (checkpoints en inglés) con tal de asegurar la 

correcta división, controlar y evitar el daño genético.  

 El ciclo celular está altamente regulado por la actuación de dos clases de 

moléculas: las ciclinas y las quinasas (del tipo serina-treonina) dependientes de ciclinas 

(CDKs, de inglés cyclin-dependent kinases) (Morgan, 1997; Satyanarayana y Kaldis, 

2009). Para una correcta función, las ciclinas y las CDKs deben formar un complejo en 

el cual las primeras actúan como elementos reguladores y las CDKs como unidades 

catalíticas. En animales roedores, las células presentan gran número de CDKs que, a 

su vez, están reguladas por múltiples ciclinas. En el momento que es necesario pasar 

de etapa del ciclo celular, una ciclina se une a su CDK específica de manera que esta 

última fosforila unas dianas específicas que permiten el paso a la siguiente etapa. 

Existen diversos mecanismos que contribuyen a la especificidad de actuación de las 

ciclinas y CDKs: diferencias en la actividad transcripcional de las ciclinas, control de 

degradación de las mismas y actuación de inhibidores tanto a nivel de la unión de los 

complejos como la inhibición de la fosforilación de las CDKs (Bloom y Cross, 2007). 

Además, aunque las CDKs se expresan de manera ubicua en todas las células, las 

ciclinas se expresan de forma diferencial en células y momentos del desarrollo 

específicos. Todos estos mecanismos reguladores ayudan a entender la presencia del 

control celular en los progenitores.  

 Con tal de ofrecer una mayor precisión en el control de la proliferación, existen 

unas proteínas inhibitorias de ciclo. Todos estos inhibidores actúan controlando el pase 

de G1 a S y se engloban dentro de dos familias dependiendo del mecanismo de acción 

empleado: la familia Cip/Kip y la INK4/ARF. Las proteínas Cip/Kip, cuyos miembros son 

p21Cip/Waf1, p27Kip1 y p57, impiden la unión de las ciclinas con las CDKs de la fase G1. 
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La activación específica de los inhibidores de esta familia viene dado por la síntesis de 

moléculas como p53 que inducirá la expresión de p21Cip/Waf1 o factores extrínsecos 

como el factor de crecimiento TGF-ß (del inglés, transforming growth factor ß) que 

regula la expresión de todos los miembros de la familia. En cambio, la familia INK4/ARF 

está compuesta por dos miembros, p16INK4 y p14ARF, que se unen directamente a la 

CDK4 arrestando así el ciclo en la fase G1 y evitan la degradación de p53. La duración 

de la fase G1 es de vital importancia para la correcta neurogénesis. Mediante estudios 

de incorporación de Bromodeoxiuridina (BrdU) durante la diferenciación de la corteza 

en formación se ha demostrado que las células de la ZV incrementan gradualmente el 

ciclo celular de 8 a 18 horas debido a un aumento de la fase G1 de 4 a 12 horas  a 

medida que los progenitores avanzan en la neurogénesis (Takahashi y col., 1995; 

Mitsuhashi y Takahashi, 2009). 

 La correcta regulación del ciclo celular durante el proceso de neurogénesis es 

importante tanto para mantener el número de progenitores como para establecer el 

momento en la conversión de progenitor a célula post-mitótica. Así pues, animales 

deficientes de la ciclina D2 (encargada del control de la fase G1 y altamente expresada 

en las CPIs) causa un alargamiento de la etapa G1, una depleción de las CPI 

acompañado por una neurogénesis temprana alterando el número de neuronas en el 

cerebro adulto (Glickstein, 2009; Lange y Calegari, 2010). En el caso de los animales 

deficientes del inhibidor p27Kip1, se observa que el encéfalo de estos animales es mayor 

en cuanto a tamaño (Fero y col., 1996; Nakayama y col., 1996). Esta ausencia del 

inhibidor origina una disminución de las células quiescentes en la corteza durante el 

desarrollo y, consecuentemente, un aumento de las CPIs. El aumento de progenitores 

provoca una gran producción de neuronas generadas en las últimas etapas de 

neurogénesis (neuronas de proyección no GABAérgicas) y un aumento de tamaño de 

las capas cerebrales superficiales II-IV (Goto y col., 2004). La afectación exclusiva de 

un tipo de neuronas determinadas permite pensar que las señales a que está expuesta 

la célula en la última división determinan su fenotipo (McConnell, 1995; Qian y col., 

2000; Temple, 2001). Diversos estudios de trasplantes celulares durante el desarrollo 

de la corteza demuestran la relación de salida de ciclo y la especificación celular. En el 

caso del desarrollo del pallium, la disposición laminar de las neuronas en la corteza 

viene dada por el momento en que los progenitores abandonan el ciclo celular. Así 

pues, cuando trasplantamos CPIs de las primeras etapas neurogénicas (que darán 

lugar a neuronas de capas profundas) en la ZV de edades posteriores se observa que 

únicamente se diferencian en neuronas de las capas internas siempre que las CPIs se 

encuentren en la última división celular. En cambio, si estas CPI se vuelven a dividir 

tras el trasplante, los progenitores se diferencian en consonancia con el resto de 
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células presentes en la ZV en el momento del injerto (McConnell y Kaznowski, 1991; 

Bohner y col. 1997). Para asegurar el control exhaustivo del ciclo durante el avance de 

la neurogénesis, los niveles de CDKs y ciclinas disminuyen durante el proceso de 

diferenciación. En cambio, se observa un aumento de niveles de proteínas inhibidoras 

de ciclo en cada ronda de división para favorecer la salida de ciclo y determinación 

fenotípica. Con todo, se ha establecido una importante relación de proteínas 

reguladoras de ciclo con la determinación fenotípica aunque futuros estudios permitirán 

conocer la funcionalidad y control exacto.  

3.1.2 – Vía de Notch 
´ 

 El control del estado de proliferación también viene regulado por otras vías de 

señalización como la vía de Notch. Estudios en Drosophila melanogaster han 

demostrado que esta vía está involucrada tanto en el control de la proliferación como 

en la especificación de los progenitores neurales (Gaiano y Fishell, 2002; Corbin y col., 

2008).  

 En roedores, la vía de señalización de Notch está compuesto por cuatro 

receptores de membrana (Notch 1-4) y cinco ligandos clásicos (Delta-like 1,3,4 y 

Jagged 1,2). Tanto los receptores como los ligandos son proteínas transmembrana que 

permiten la señalización entre células adyacentes mediante contacto directo. La unión 

del ligando con el receptor provocan el procesamiento de la porción intracelular del 

receptor por parte de complejos de γ-secretasas y la liberación del dominio intracelular 

de Notch (ICD-Notch, del inglés intracelullar domain of Notch). Esta molécula tiene 

capacidad para entrar en el núcleo donde es capaz de regular la actividad 

transcripcional. La unión de ICD-Notch con complejos de unión al DNA como CBF-1 

activa la expresión de genes diana como Hes, uno de los miembros de los factores de 

transcripción bHLH que posteriormente inhibirá la transcripción de los otros factores de 

transcripción bHLH proneurales (Iso y col., 2003; Selkoe y Kopan, 2003; Yoon y 

Gaiano, 2005). En el SNC se expresan los miembros de la familia Hes, (Hes1, Hes3 y 

Hes5) específicamente durante el desarrollo embrionario. La activación de la síntesis 

de los genes Hes permite la inhibición de otras proteínas proneurales bHLH como 

Mash1 o Ngn. Alteraciones en esta vía de señalización afectan negativamente al 

mantenimiento de los progenitores ya que animales deficientes de las tres proteínas 

Hes1/Hes3/Hes5 presentan una diferenciación prematura debido a una sobreexpresión 

de proteínas proneurales (Ishibashi y col., 1994; Hirata y col., 2000; Ohtsuka y col., 

2001; Kageyama y col., 2008). La señalización por la vía de Notch juega un papel 

crítico en la regulación del número de progenitores neurales durante el desarrollo 
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embrionario (Hitoshi y col., 2002; Yoon y col., 2004; Yoon y Gaiano, 2005). Así pues, 

dentro de la ZV, la activación de los receptores de Notch en las células vecinas inhibe 

la diferenciación neuronal  mediante la represión de genes proneurales manteniendo 

así el estado progenitor de las células.  

 Durante la neurogénesis en el telencéfalo, los ligandos de Notch se heredan de 

forma asimétrica en las células hijas resultantes de la mitosis de los precursores 

neurales de manera que se crea una gran heterogeneidad de precursores dentro de la 

misma ZV (Chenn y McConnell, 1995). Además, la interrupción de la señalización de 

Notch provoca una alteración en la neurogénesis estriatal. La eliminación de Notch 1 en 

las primeras etapas neurogénicas causa una alteración en las neuronas de los 

estriosomas. En cambio, las neuronas de la matriz se diferencian correctamente debido 

a una compensación del otro miembro de la familia, Notch3 (Mason y col., 2005). Las 

dos observaciones anteriores nos permiten postular que en la ZV de la EGL existen dos 

tipos de progenitores: un grupo de precursores con señalización Notch dependiente 

que se dividen asimétricamente para generar neuronas estriosomales y un grupo 

celular con señalización Notch independiente que se dividen asimétricamente para 

generar neuronas de la matriz (Corbin y col, 2008). En estos progenitores, la vía de 

Notch actúa mediante una inactivación de ICD-Notch y su posterior unión a Deltex 

(DTX) que tras traslocarse al núcleo regulan genes diferentes a los regulados por el 

complejo CBF-1 (Martinez-Arias y col., 2002). Resumiendo, la respuesta selectiva de 

los progenitores a la vía de Notch explicaría la activación diferencial de factores de 

transcripción que están implicados en la determinación terminal de los progenitores.  

3.2 – CONTROL DE LA DIFERENCIACIÓN CELULAR  

 Los progenitores neurales darán lugar, mediante procesos de determinación y 

posterior diferenciación, a las diferentes estirpes que constituyen el cerebro adulto: 

neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Diferentes mecanismos intrínsecos (factores 

de transcripción y modificaciones epigenéticas del ADN) y mecanismos extrínsecos 

(factores extracelulares con su correspondiente activación de la maquinaria intracelular) 

actúan en los progenitores para orquestar el proceso de diferenciación neural 

(Guillemot, 2007). Los procesos de proliferación permiten el aumento de los 

precursores de las vesículas telencefálicas. El mantenimiento y la diferenciación de los 

precursores depende de las combinaciones de factores de transcripción que tienen 

capacidad de actuar a dos niveles: primero inhibir los factores proliferantes citados 

anteriormente y segundo activar genes específicos de neuro o gliogénesis (Dang y col., 

2006).  
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 Durante el desarrollo embrionario de los animales vertebrados, los diferentes 

tipos celulares se generan en un momento determinado durante el desarrollo 

embrionario: primero se generarán las neuronas durante las etapas embrionarias y 

posteriormente, y ya en edades postnatales, se diferenciarán los astrocitos y los 

oligodendrocitos (Bayer y Altman, 1991) (figura 9).  

FIGURA 9: Secuencia temporal en la generación de los astrocitos y neuronas. Las células de las 

diferentes estirpes se generan a partir mismos progenitores que se amplifican durante las etapas 

tempranas de la embriogénesis. A medida que avanza el desarrollo sobre los días de gestación E13,5 

hasta E16,5 se generan las neuronas. Y ya en etapas más tardías de la embriogénesis, desde E17,5 hasta 

edades postnatales, tiene lugar el nacimiento de las estirpes gliogénicas, tanto glía como oligodendrocitos. 

Imagen modificada de  Hirabayashi y Gotoh, 2005.  

 El hecho que las tres estirpes neurales se generen separadas en el tiempo 

permite postular la presencia de distintas poblaciones de precursores en la ZSV que 

controlarían la generación de los diferentes fenotipos. En cambio, mediante estudios 

clásicos de cultivos celulares clonales y la observación microscópica a largo tiempo, se 

describió que los progenitores, en estado proliferante, ya se determinaban para ser 

neuroblastos o glioblastos. Esta especificación viene determinada, principalmente, por 

la distribución asimétrica de receptores de Egf (del inglés epidermal growth factor) y su 

capacidad de respuesta a este mitógeno. Por lo tanto, las células madre 

multipotenciales alteran sus propiedades a lo largo del desarrollo especificando así las 

estirpes celulares antes de la actuación de determinados factores de transcripción 

(Qian y col., 2000). Tras esta especificación de los progenitores, se facilitará la 

diferenciación terminal para generar las células neurales adultas.  
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3.2.1 - Neurogénesis 

 El telencéfalo originará diferentes tipos de neuronas dependiendo de la 

localización de los precursores. Como ya se ha descrito anteriormente, en el pallium se 

generan mayoritariamente neuronas de proyección excitatorias glutamatérgicas que 

poblarán las diferentes capas de la corteza cerebral. En cambio, a partir del subpallium

se generarán neuronas GABAérgicas inhibitorias que formarán las poblaciones de 

neuronas de proyección de los ganglios basales y las interneuronas que migrarán hacia 

otras áreas del telencéfalo (Parras y col., 2002). Con tal de conseguir esta especificad 

de diferenciación, es necesario establecer mecanismos correctos para asegurar una 

supervisión exhaustiva. 

 Durante el proceso de especificación neurogénica, la familia de factores de 

transcripción proneurales bHLH ejerce un control en el proceso de 

especificación/determinación de la estirpe neural a la que se diferenciaran los 

progenitores. Muchas proteínas reguladoras de la neurogénesis presentan estos 

dominios caracterizados por poseer un motivo estructural en forma de dos hélices �

conectadas por un loop que permite su dimerización y posterior unión al ADN. Las 

proteínas proneurales que contienen los motivos bHLH son Mash1, Ngn1 y 2, NeuroD 

entre otras. En las primeras etapas de neurogénesis, estas tres proteínas proneurales 

se expresan a bajos niveles debido a represión ejercida por las proteínas Hes. A 

medida que avanza la diferenciación neuronal, los niveles de proteínas bHLH 

aumentan debido a una inhibición de la vía de Notch por parte de la proteína Mash1 

originando una disminución de la familia de proteínas Hes (Casarosa y col., 1999). La 

expresión espacial de estos factores de transcripción se restringe a los progenitores de 

la ZV y ZSV. Una vez se les induce la salida de ciclo a estas células, abandonan estas 

zonas dejando de expresar las proteínas bHLH en la ZM. Se postula que la expresión 

de estas proteínas en los precursores induciría la diferenciación en dos etapas: 

induciendo la salida de ciclo celular de los progenitores y activando proteínas 

diferenciación neuronal. Así pues, estas células que abandonan el ciclo celular pueden 

ser tanto progenitores de glía como neuronales; será la activación de diferentes 

proteínas pro-neuronales las que facilitarán la diferenciación terminal. La expresión de 

las proteínas de la familia bHLH es específica de las regiones telencefálicas. Mientras 

Ngn1 y 2 se expresan en la ZV del telencéfalo dorsal, donde se generan las neuronas 

glutamatérgicas, la proteína Mash1 predomina en el telencéfalo ventral. Esta 

especificidad proteica nos permite concluir que cada tipo celular está controlado por 

una cascada de factores de transcripción específica. (Wilson y Rubenstein, 2000; Ross 

y col., 2003; Osório y col., 2010). En el caso del desarrollo del subpallium, se ha 
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observado que los animales deficientes en Mash1 presentan una reducción en el 

número de las interneuronas GABAérgicas de la corteza mientras que los progenitores 

presentan ciclos celulares más largos (Casarosa y col., 1999; Nieto y col., 2001). A 

pesar de estas observaciones, aún no se ha determinado qué factores reguladores de 

ciclo podrían estar controlados por Mash1 para inducir esta salida de ciclo. En cuanto a 

la inducción neurogénica por parte de Mash1, se ha descrito que activa directamente la 

transcripción de genes neruogénicos tales como la familia NeuroD/Nex (Farah y col. 

2000; Poitras y col, 2007; Long y col., 2009) o la familia Dlx, del inglés distal less 

genes, los cuales están altamente implicados en la diferenciación estriatal (Anderson y 

col., 1997; Einsenstat y col., 1999). El factor de transcripción Mash1 puede unirse a la 

región intergénica de Dlx1 y Dlx2 para activar la transcripción génica de estas proteínas 

(Poitras y col., 2007). A pesar de esta relación directa de regulación génica, el animal 

deficiente de Mash1 presenta un aumento de niveles de las proteínas de la familia Dlx 

(Fode y col., 2000; Yun y col., 2002). Este sorprendente resultado viene explicado por 

un efecto no autónomo que la proteína Mash1 ejerce durante el desarrollo. La ausencia 

de Mash1 durante el desarrollo provoca una alteración de la vía de Notch originando la 

salida de ciclo prematura y posterior activación de las proteínas de diferenciación 

neuronal (Casarosa y col., 1999; Yun y col., 2002). La alteración de una proteína puede 

producir una alteración de la neurogénesis debido a la activación de las múltiples vías 

colaterales de tal manera que se observen resultados diferentes a los esperados.  

 Tras la especificación neuronal de los progenitores es imprescindible la 

expresión de otros factores neurogénicos que permitan la diferenciación terminal. En el 

desarrollo de la EGL, encontramos un grupo de proteínas englobados en la familia Dlx
que presentan la capacidad de activar el promotor del gen que codifica la enzima 

responsable de la síntesis de GABA (Panganiban y Rubenstein, 2002). Sin embargo, 

esta activación de promotor no es exclusiva e imprescindible ya que animales 

deficientes en los dos miembros de la familia, Dlx1/2, presentan neuronas 

GABAérgicas (Anderson y col., 1997). Los otros miembros de la familia, Dlx5/6 , incluso 

las proteínas bHLH, como Mash1, puedan estar regulando directamente el promotor de 

este enzima (Poitras y col., 2007). Así pues, queda demostrado que durante la 

diferenciación neuronal del subpallium, son necesarias múltiples vías de señalización 

para conseguir una correcta neurogénesis. Además de la regulación sobre el promotor 

del enzima sintetizador de GABA, los miembros de la familia Dlx regulan su expresión 

entre ellos. Es decir, una vez iniciada la expresión de Dlx1/2 es capaz de controlar sus 

propios niveles de expresión y activar la expresión de los miembros Dlx5/6 que están 

implicados en etapas de diferenciación más tardías (Zerucha y col., 2000; Poitras y col., 

2007). Estudios posteriores, demuestran que estas proteínas también están implicadas 
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en la especificación de otros tipos neuronales como oligodendrocitos (Ghanem y col., 

2007; Petryniak y col., 2007) e, incluso, en la migración de los neuroblastos con la 

finalidad de conseguir la localización final (Cobos y col., 2007; Le y col., 2007). 

 La diferenciación terminal de los neuroblastos viene determinada por la acción 

de nuevos factores de transcripción. En el caso de las neuronas sustancia P, las 

proteínas de la familia Dlx activan otros genes como el que codifica para la proteína 

Ebf-1 (Lobo y col., 2008) con la finalidad de conseguir la neurona madura deseada. En 

cambio, los factores de transcripción involucrados en la diferenciación de las neuronas 

de proyección encefalina positivas son diferentes. En sistemas in vitro se ha descrito 

que un factor de transcripción llamado Ikaros se une directamente al promotor de la 

encefalina (Dobi y col., 1997). Aunque el mecanismo de acción de Ikaros y su 

funcionalidad en el SNC no se conocen, en la presente tesis se describe el papel 

neurogénico que presenta esta proteína. Así mismo, también se estudia la acción de 

otro miembro de la familia, Helios, en el desarrollo del SNC. Al observar la complejidad 

del sistema de diferenciación queda patente que el estudio de las vías implicadas se 

complica al existir un entramado de vías que todas ellas están interconectadas.  

 Los factores de transcripción anteriormente citados, a parte de potenciar la 

diferenciación neurogénica, actúan alterando los procesos de diferenciación del resto 

de estirpes neurales. Por poner un ejemplo, Ngn1 inhibe la diferenciación astrocitaria 

por mecanismos colaterales facilitando la diferenciación neuronal (Sun y col., 2001).  

 Con la finalidad de esquematizar todo el proceso de diferenciación neuronal, en 

la figura 10 se representa el entramado de algunas de las proteínas que participan en 

la diferenciación de las neuronas tanto del pallium como del subpallium.  
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FIGURA 10: Vías de señalización implicadas en la neurogénesis del telencéfalo. Los factores de 

transcripción bHLH como Mash1 activan directamente los factores de transcripción de la familia Dlx que 

inducen la diferenciación neuronal (flecha azul). En la ZM, otros factores como Ebf-1 e Ikaros participan en 

la diferenciación neuronal terminal. De manera paralela, estos factores inhiben la diferenciación astrocitaria 

sin conocerse bien el mecanismo de acción (flecha roja discontinua).  

3.2.2 – Astrogénesis 

 La diferenciación astrocitaria tiene lugar en etapas más tardías del desarrollo 

embrionario, principalmente, en edades peri o postnatales en animales roedores (Bayer 

y Altman, 1991). Los estudios de los mecanismos de diferenciación de los astrocitos se 

han llevado a cabo principalmente en la corteza debido a su facilidad de cultivo 

experimental y la diferenciación neurogénica secuencial. La falta de marcadores 

específicos para astrocitos inmaduros dificulta, en gran medida, el estudio de la 

astrogénesis. Se han descrito diversas señales que inducen una especificación del 

fenotipo glial y pueden actuar tanto a nivel de cascadas de señalización como 

activando directamente el promotor de GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein) 

(Guillemot y col., 2007).  

 Los progenitores de la ZV deben encontrar señales diferentes con tal de formar 

un tipo celular u otro.  El cambio de competencia de los progenitores, junto con el 
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cambio de señales extracelulares, facilita la diferenciación astrocitaria. (Miller y 

Gauthier, 2007). Entre las señales que inducen la especificación glial encontramos 

señales como las BMPs o factores de crecimiento como Fgf, Egf, CNTF (del inglés 

cillliary neurotrophic factor) o la vía de Notch. La unión de los dos primeros morfógenos 

a sus receptores activan la vía de Smad que, finalmente, actuará junto a la vía 

JAK/STAT para activar la transcripción del gen GFAP (Dore y col., 2009). En cambio, 

Egf y CNTF al unirse a sus receptores activan la vía JAK/STAT, la vía primordial para la 

activación de la diferenciación astrocitaria y la inhibición de la neuronal (Guillemot, 

2007). Tras la unión de las diferentes señales al receptor, se activa la transcripción del 

gen GFAP y se induce la diferenciación de los precursores hacia astrocitos (Bonni y 

col., 1997; Nakashima y col., 1999) (figura11).  

  

FIGURA 11: Esquema representativo de las vías de señalización implicadas en la diferenciación 

astrocitaria. Los factores extrínsecos BMP o Fgf, en etapas perinatales del desarrollo, activan la vía Smad 

para activar la transcripción del gen GFAP. Otra vía de activación de la transcripción de este gen, la vía 

STAT, se activa tras la unión de CNTF y Egf a sus receptores.  

En primer lugar, cabe destacar el hecho que las mismas señales pueden activar 

diferentes vías de señalización dependiendo de la edad embrionaria a la que actúan. 

Así pues, las BMPs durante etapas tempranas activan la diferenciación neuronal, en 
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cambio, en edades perinatales las mismas señales activan la vía de Smad y JAK/STAT 

(Nakashima y col., 1999). También puede ocurrir que los niveles de determinados 

factores tróficos varíen dependiendo de la etapa embrionaria como ocurre con la 

señalización por Fgf. Tras las etapas de neurogénesis, aumentan los niveles de este 

morfógeno con tal de activar la vía Smad y actuar a nivel de JAK/STAT facilitando la 

activación astrocitaria (Qian y col., 1997). O, en el caso de la señalización por Egf, no 

varían los niveles del factor sino que hay una distribución asimétrica del receptor en los 

progenitores. De esta manera, sólo las CPI que presenten niveles altos del receptor 

tendrán capacidad de responder a Egf y CNTF y activar consecuentemente la vía de 

señalización JAK/STAT (He y col., 2005). Por último, una activación constante de la vía 

de Notch, altamente involucrada en el control de la especificación neuronal, permite 

que los precursores se mantengan durante más tiempo en proliferación y lleguen a 

etapas perinatales, favoreciendo la diferenciación astrocitaria (Tanigaki y col., 2001).  

3.2.3 – Oligodendrogénesis 

 Los oligodendrocitos, células gliales responsables de la síntesis de mielina en el 

cerebro adulto, también provienen de los precursores neurales localizados en la VZ y 

SVZ del subpallium. A diferencia de las neuronas y los astrocitos, los precursores de 

los oligodendrocitos están localizados en la zona ventrolateral y dorsal del telencéfalo 

(Kessaris y col., 2006). Entre los factores implicados en la generación de las células 

oligodendrogliales, encontramos el factor Shh, y los factores de crecimiento Fgf y 

PDGF (del inglés platelet-derived growth factor). La unión de Shh al correspondiente 

receptor de las CPI en la región ventrolateral activa la transcripción de Olig1 y Olig2, 

genes de la familia bHLH, que permiten la especificación oligodendroglial (Alberta y 

col., 2001; Nery y col., 2001). Una vía independiente de generar oligodendrocitos es la 

señalización mediante Fgf2. Aunque no se conoce bien el mecanismo de acción, 

estudios con animales deficientes en la señalización de Shh demuestran que una 

aplicación de Fgf promueve la oligodendrogénesis (Chandran y col., 2003). Y, por 

último, se ha estudiado ampliamente la acción de PDGF en la proliferación y la 

supervivencia de los progenitores oligodendrogliales aunque sin conocerse sin 

exactitud el mecanismo de acción (Barres y Raff, 1994).  

 Tras esta breve descripción de las vías de señalización involucradas en la 

génesis de las diferentes estirpes neurales, podemos intuir la alta complejidad de la 

génesis del cerebro adulto. Muchas de las vías de señalización que actúan controlando 
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estos procesos se encuentran interconectadas formando cada una de ellas una ficha 

del complejo puzzle que es el desarrollo del cerebro.  

3.3 – MIGRACIÓN CELULAR

 El último paso del proceso de la formación del cerebro es que las células 

consigan su localización final. En el subpallium, las neuronas de proyección originadas 

en la EGL migran radialmente a través de la ZM para ocupar la zona de diferenciación 

terminal y finalizar su proceso de diferenciación. En cambio, las interneuronas de la 

EGM y de la EGC migran tangencial y dorsalmente con el objetivo de llegar a su 

posición final: estriado, corteza y bulbo olfatorio (Chédotal y Rijli, 2009) (figura 12). 

FIGURA 12: Esquema de migración de los precursores neuronales. Las interneuronas generadas 

desde la EGM migrarán tangencialmente para ocupar la ZM de la EGL. En cambio, las neuronas de 

proyección originadas de la EGL migrarán radialmente con tal de formar el estriado adulto.  

 Existen muchas evidencias que indican que el proceso de migración de las 

células diferenciadas está guiado por numerosas moléculas con capacidad de difusión 

y proteínas que pertenecen a diferentes familias como las semaforinas, neuregulinas y 

quimoquinas (Marin y col., 2001). Hay numerosos trabajos que se centran en la 

migración de los componentes celulares de la corteza debido a su fácil organización. 

En cambio, la migración en el subpallium está menos descrita aunque se postula que 
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mecanismos similares estarían involucrados en el control de la migración intrínseca en 

esta área.  

 Las neuronas de proyección de la corteza migran radialmente para conformar la 

corteza adulta. Se han descrito dos mecanismos de migración según la edad de 

nacimiento de las neuronas. Durante las primeras etapas de migración, los precursores 

neuronales avanzan a lo largo de la corteza en formación mediante una translocación 

del soma que permite el desplazamiento. En este tipo de migración es de vital 

importancia la maquinaria de los filamentos intermedios. Éstos facilitan que los 

precursores neuronales se sometan a un proceso de torcimiento y estrechamiento para 

facilitar el avance (Miyata y Ogawa, 2007). En etapas más tardías de la diferenciación, 

los precursores neuronales abandonan esta alteración somática y utilizan las guías que 

la glía radial ha formado durante el proceso del desarrollo (Rakic, 2007). Los 

requerimientos para controlar este tipo de migración son sustancialmente diferentes. El 

hecho que los precursores necesiten estar en contacto directo con las prolongaciones 

de la glía radial hace que la expresión de proteínas como integrinas tomen gran 

importancia (Schmid y col., 2004). Así pues, el mecanismo de regulación de cada uno 

de los tipos de migraciones variará según las características de migración. 

 El control de la migración tangencial de las interneuronas a partir de las 

eminencias ganglionares presenta una regulación diferente. A nivel celular, las 

interneuronas desarrollan unas prolongaciones ramificadas que guían la migración  y 

facilitarán cambios morfológicos celulares (Marin y Rubenstein, 2003; Bellion y col., 

2005). Estudios recientes han demostrado que el control de la migración tangencial de 

estas neuronas viene dado por la correcta selección de los procesos de ramificación y 

así seleccionar la dirección adecuada (Martini y col, 2009).  

 A pesar que se han descrito algunas vías de señalización, el mayor problema 

que afronta el estudio de la migración es discernir si los factores implicados están 

actuando a nivel de la migración o a nivel de la especificación y diferenciación celular. 

Además, también se postula si el proceso de migración está debido a la actuación de 

factores de transcripción de manera autónoma o, en cambio, es el nicho celular el que 

guía y controla todo el proceso de migración (Chédotal y Rijli, 2009). 

 Los procesos de diferenciación neuronal que ocurren durante el desarrollo 

embrionario deben constituir la base para poder realizar la terapia sustitutiva que se 
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utiliza con el objetivo de curar enfermedades neurodegenerativas como la corea de 

Huntington. Con la finalidad de aportar un mayor conocimiento en este campo del 

desarrollo embrionario, en la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de los 

factores de transcripción de la familia Ikaros durante la embriogénesis del núcleo 

estriado en animales roedores.  





II. OBJETIVOS
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 El objetivo general de esta tesis ha sido el estudio de los factores de 

transcripción de la familia Ikaros durante el desarrollo embrionario del núcleo estriado 

en animales roedores. Como objetivos específicos nos planteamos:  

1 - Estudiar la implicación del factor de transcripción Helios durante el desarrollo de la 

EGL: 

1.1  Estudios del patrón de expresión durante el desarrollo del estriado.  

1.2 Estudio del papel de Helios durante la proliferación y la diferenciación 

neural in vitro. 

2 - Estudio de la implicación del factor de transcripción Ikaros durante el desarrollo de 

la EGL: 

2.1 Estudio del patrón de expresión durante el desarrollo del estriado.  

2.2 Estudio del papel de Ikaros durante la proliferación y la diferenciación neural 

in vitro. 

2.3  Estudio del mecanismo de acción implicado en la regulación de 

proliferación y diferenciación.  

2.4 Caracterizar el papel de Ikaros durante el desarrollo estriatal mediante la 

caracterización de animales deficientes para diversos factores de 

transcripción.  

3 - Estudiar la relación de los factores de transcripción de la familia Ikaros, entre ellos y 

con el resto de vías de señalización descritas que participan durante el desarrollo 

embrionario de la EGL.  





III. MATERIALES Y MÉTODOS
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1 – ANIMALES  

 Los ratones de diferentes cepas utilizados en la presente tesis han sido 

estabulados con acceso a comida y agua ad libitum. Las condiciones de la habitación 

donde residen mantiene a temperatura (19-22 ºC) y humedad (40-50%) constantes 

siguiendo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La estabulación, el 

procedimiento de manipulación y los tratamientos a los animales fueron debidamente 

aprobados por el comité ético de experimentación con animales (CEEA) local (99/1 de 

la Universitat de Barcelona) siguiendo las directrices de la Generalitat de Catalunya 

(1094/99) de acuerdo con la Directiva de la Comunidad Europea (86/609/EU). 

 Para el estudio del estriado en animales salvajes se utilizaron los ratones de la 

cepa B6CBA (obtenidos del Laboratorio Charles River, Les Oncins, Francia). También 

se utilizaron los ratones transgénicos Dlx5/6-Cre-IRES-GFP (Stenman y col., 2003) que 

fueron cedidos por el Dr. Campbell de la Universidad de Medicina de Cincinnati (USA). 

Los animales deficientes de Ikaros (Ik-/-) (Wang y col., 1996) fueron cedidos por la Dra. 

Georgopoulus del Hospital General de Massachusetts. Los animales deficientes de 

Dlx1/2 (Qiu y col., 1997) fueron utilizados tras establecer una colaboración con el Dr. 

Rubenstein de la Universidad de California de San Francisco. Los animales deficientes 

de Ebf-1(Lin y Grosschedl, 1995) fueron amablemente cedidos por el Dr. Grosschedl 

del Instituto Max Planck de Alemania. Y, por último, la cepa de animales deficientes de 

p21Cip/Waf1 fue descrita por Brugarolas y col., 1995. De todas las cepas usadas, los 

ratones deficientes para Ebf-1 e Ikaros se estabulan en una habitación especial libre de 

patógenos debido a la inmunosupresión generada por la ausencia de estas proteínas.  

 Las cepas fueron mantenidas realizando cruces con la cepa de animales 

salvajes C57BL/6 con tal de generar cepas congénitas. Las muestras de los animales 

fueron extraídos según las necesidades del experimento tanto a nivel embrionario 

como en etapas postnatales. Las edades embrionarias se contabilizan considerando el 

día que se observa el tapón vaginal post coital como E0,5. En las etapas postnatales, el 

día de nacimiento se considera como P0 (día postnatal 0) y así se calcula la edad de 

obtención de las muestras de los ratones. Los genotipos de cada animal se estudian a 

partir del ADN extraído de cada animal realizando PCR según el protocolo descrito en 

la descripción de cada cepa de ratón.  

 En la siguiente tabla se enumeran las características de cada cepa de ratón 

utilizada y la referencia de la descripción de la cepa.  
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Gen diana Mutación realizada Referencias

Dlx1/2 
Animal knockout con la deleción específica del locus 
de unión de los genes Dlx1 y Dlx2 situados en el 
cromosoma 2.  

Qiu y col., 1997

Dlx5/6 

Animal transgénico que expresa el constructo 
bicistrónico Cre-recombinasa-EGFP  
regulado por el elemento potenciador id6/id5 del gen 
Dlx5/6. 

Stenman y col., 
2003 

Ebf-1 
Animal transgénico en el cual los exones 1-3 del gen 
Ebf han sido sustituidos por una porción del casete 
PGK incapacitando la expresión del gen.  

Lin y 
Grosschedl, 

1995 

Ikaros 
Animal knockout que presenta una deleción del 
fragmento de 59 pares de base codificantes del exón 7 
del gen Ikaros.  

Wang y col., 
1996 

p21 
Animal knockout generado al reemplazar la secuencia 
codificantes del gen p21 por un casete de resistencia 
a neomicina.  

Brugarolas y 
col., 1995 

Tabla I: Características de las cepas de animales utilizadas. 

2 - CULTIVOS CELULARES 

 Los cultivos celulares que se realizan en esta tesis son cultivos de embriones de 

edad E14,5. Ratonas embarazadas en el día de gestación E14,5 fueron sacrificadas 

por dislocación cervical y, a continuación, se realizó una incisión abdominal con 

material de cirugía estéril con tal de extraer los úteros con sus respectivos embriones. 

Las crías se conservaron en tampón fosfato salino estéril (PBS, del inglés phosphate 

buffer saline) de pH=7,4 a 4ºC para disminuir el metabolismo y mejorar la viabilidad 

celular. A continuación, se decapitaron los embriones y, mediante el uso de la lupa y de 

las herramientas de disección, se separaron las EGL de los dos hemisferios y se 

depositaron el PBS a 4ºC hasta realizar el cultivo propiamente dicho. Dependiendo si el 

cultivo se realiza en cepas salvajes (Wt) o de cepas transgénicas, las EGL se juntaban 

con tal de realizar el cultivo en el primer caso, o bien, se cultivaba por animales 

separados hasta conocer el genotipo en el caso de las cepas transgénicas. El 

procesamiento posterior dependerá del tipo celular que queramos obtener tras la el 

cultivo celular. Así pues, en nuestro caso hemos cultivado las EGL con dos objetivos 

diferentes. Uno de los objetivos era obtener progenitores neurales, NSC, y cultivarlos 

en forma de neurosferas. También hemos realizado cultivos primarios donde hemos 

cultivado las EGL con el objetivo de conseguir células estriatales diferenciadas y poder 

estudiar el efecto de nuestros factores de transcripción en un sistema in vitro más 

maduro. A continuación se describirá la metodología de los dos tipos de cultivos. 
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2.1 – Cultivos de neurosferas 

Las EGLs se disociaron mecánicamente con una pipeta Pasteur y se sembraron 

en flascones una densidad 50.000 células/cm2 en un medio estándar compuesto por: 

DMEM (Sigma) y F12 (Invitrogen) en una dilución 1:1 y suplementado con 0,3% 

glucosa (Sigma), 0,3 mg/ml glutamina (Invitrogen), 5 mM HEPES (Invitrogen), 100 U/ml 

penicilina, 100 mg/ml estreptomicina (Invitrogen), 4 mg/ml de albúmina de suero 

vacuno (BSA, Sigma), 4ug/ml heparina (Sigma), 1X de suplemento N2 (GIBCO), 10 

ng/ml de Egf (Invitrogen) y 20 ng/m de Fgf (Sigma). En estas condiciones las células de 

la EGL crecen en forma de neurosferas (figura 12). Las células se mantenían en cultivo 

a 37ºC y en una atmósfera de 5% CO2 y se realizaban pases celulares cada 5 días 

(5DIV; del inglés days in vitro) para evitar que los flascones llegaran a la máxima 

confluencia. En cada pase se realizaba una disgregación mecánica con una pipeta 

P100 y las células resultantes de la disgregación de las neurosferas se contaban con la 

cámara de Neubauer y se cultivaban de nuevo a una concentración de 10.000 

células/cm2 en nuevos flascones con medio estándar con tal de mantener el cultivo 

celular. Con estos cultivos podemos realizar diferentes tipos de experimentos según el 

objetivo de estudio. Tanto se puede estudiar la tasa de proliferación característica de 

las células madre como la multipotencialidad característica de estos precursores. 
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FIGURA 12: Protocolos para estudiar la tasa de proliferación y la multipotencialidad de 
diferenciación de las neurosferas derivadas de la EGL. (A) Las EGLs de los animales de E14.5 se 

cultivan en un medio con mitógenos para permitir la formación de neurosferas que se mantiene en cultivo 

durante un tiempo indefinido. (B) Tras la transfección del factor deseado, las neurosferas se cultivan 

durante 3DIV y, antes de fijarlas, se les aplica un pulso corto de BrdU.(C) Los experimentos de 

diferenciación nos permiten conseguir precursores neuronales o astrocitarios dependiendo de los factores 

exógenos que añadimos al medio de cultivo.  

 Los estudios de proliferación nos permiten esclarecer cómo afecta la presencia 

de un factor de transcripción transfectado en el comportamiento de generación de 

nuevos precursores. En este protocolo, la células se cultivaban con medio estándar en 

pocillos de placas P24 en diferente densidad según si se transfectaba o se infectaba el 

cultivo para producir la sobreexpresión (ver apartado siguiente de Materiales y 

Métodos). Tras tres días de cultivo, se añadía 1nM de BrdU (Sigma) durante 20 

minutos para facilitar que este análogo de la Timidina se intercalara en el ADN de 

nueva síntesis que se realiza en la fase S. Tras este tratamiento, las células se 

adherían en cubreobjetos pretratados con Matrigel (BD Bioscience) durante 10 minutos 

con tal de facilitar que las neurosferas se adhirieran a una superficie. Tras esta 

adhesión, se fijaban los cubres con paraformaldehido 4% (PFA, Merck) durante 15 

minutos y se realizaban lavados posteriores con PBS con tal de proceder la 

inmunocitoquímica correspondiente. Posteriormente, y antes de realizar la 

inmunocitoquímica, las células fueron tratadas durante 20 minutos con HCl 2N con la 
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finalidad de desnaturalizar el ADN y se neutralizó la reacción incubando las células con 

Borato Sódico 0,1M a pH= 8,5. Tras este tratamiento, las células ya estaban 

preparadas para someterse al proceso de inmunocitoquímica (figura 12B).  

En el caso de las neurosferas procedentes de animales Ik-/-, se realizó una 

aproximación para calcular la tasa de proliferación de estos precursores. Las 

neurosferas provenientes de estos animales fueron cultivadas y se dejaron formar las 

neurosferas durante 5 in vitro. La relación del número de neurosferas formadas 

respecto el número de células totales tras la disgregación de las neurosferas dará una 

estimación de la tasa de proliferación de estos cultivos.  

 En cuanto a los estudios de diferenciación, las células disgregadas se 

sembraban en cubreobjetos pretratados con Matrigel tras la transfección o la infección 

(mirar en cada caso el apartado correspondiente). Tras engancharse las células, se 

añadía el medio de diferenciación 1 (MD1) cuya composición era idéntica al medio 

estándar eliminando el mitógeno Egf. Tras 3 días de cultivo, el medio se cambió por el 

medio de diferenciación 2 (MD2) que está compuesto por los mismos componentes del 

medio estándar sin mitógenos pero con un 2% de suero fetal bovino (FBS, del inglés 

fetal bovine sreum; GIBCO). De esta manera, tras 6 días de cultivo, se facilitaba que 

los precursores se diferencien a neuronas, astrocitos y a oligodendrocitos. Las células 

se fijaban con PFA 4% en cada uno de los cambios de medio (3 y 6 días in vitro) según 

el objetivo de estudio de cada experimento (figura 12C). 

2.2 – Cultivos estriatales primarios

 Las EGLs se disociaron mecánicamente con una pipeta Pasteur y se sembraron 

en placas de 24 pocillos con cubreobjetos pretratados con 0,1 mg/ml de Poli-D-lisina 

(Sigma) a una densidad de 150.000 células/cm2. Las células se cultivaron con el medio 

mínimo esencial Eagle (MEM, GIBCO-BRL) suplementado con 7,5% FBS (GIBCO), 

0,6% D-(+)-glucosa (Sigma), 100 U/ml penicilina y 100mg/ml estreptomicina (Invitrogen) 

con el objetivo de conseguir un cultivo mixto de neuronas y astrocitos. Los cultivos se 

mantenían en incubadores a 37ºC en una atmósfera que contiene un 5% CO2. Las 

células se mantuvieron en cultivo durante 3 días si se realizaban experimentos de 

transfecciones o durante 5 días si se utilizaban las células para estudiar la 

colocalización de diversos marcadores neurales. Tras estos días, las células se fijaron 

con PFA 4% preparado con PBS para su posterior procesamiento para realizar las 

correspondientes inmunocitoquímicas.  
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3 – TRANSFECCIONES E INFECCIONES VÍRICAS 

 La sobreexpresión de las proteínas de interés tanto en los cultivos de 

neurosferas como en los cultivos primarios los realizamos mediante la transfección de 

los plásmidos deseados o, bien, por la infección de partículas lentivíricas.  

 La transfección de los plásmidos en el cultivo de neurosferas se realizó 

mediante la técnica de electroporación. Se usó el protocolo comercial de transfección 

de NSC de ratón de Amaxa Biosystems (Colonia, Alemania). Las neurosferas en cultivo 

se disgregaron mecánicamente y, 5 x106 células se transfectaron con 12 µg del 

plásmido correspondiente según indica las instrucciones del fabricante. En los estudios 

de sobreexpresión de Ikaros se utilizó el plásmido pMX-Ik1-IRES-GFP que codifica 

para la expresión de la isoforma 1 de Ikaros (Gomez del Arco y col., 2004). Como 

plásmido control se utilizaron 4 µg del plásmido comercial pmax-eGFP (Amaxa) que 

codifica para la proteína verde, GFP. Para realizar los estudios de proliferación, se 

cultivaron 25000 células/cm2 con el medio estándar con mitógenos para facilitar la 

formación de neurosferas. Tras la siembra de células, el procedimiento de pulso de 

BrdU y de fijación se realizó tal y como ya ha sido comentado anteriormente. Con estas 

células transfectadas también se podían realizar experimentos de expresión génica y 

de cuantificación proteica. En este caso, tras la transfección de las células se 

cultivaban 55000 células/cm2 y se dejaban proliferar durante 3 días. Tras este periodo, 

se recogían y se centrifugaban las células con el fin de conseguir un precipitado celular 

que posteriormente se congelaría a -80ºC y se procesaría para realizar una PCR a 

tiempo real (RT-PCR, del inglés real time polymerase chain reaction) tal y como se 

especifica en el apartado correspondiente. 

 Los estudios de nucleofección para sobreexpresar la proteína Helios en 

neurosferas se realizaron usando el plásmido MSCVneoB-eGFP y MSCVneoB-

HeliosFullLenght-eGFP (Kelley y col., 1998). Para estudiar la diferenciación de estos 

precursores, se sembraron 1500000 células/cm2 debido a los efectos de la 

sobreexpresión en estas células. En todos los estudios de nucleofección se conseguían 

unos porcentajes alrededor de 50-60% de sobreexpresión.  

 La sobreexpresión de los plásmidos en los cultivos primarios se realizó tanto por 

lipofección como por infección lentivírica dependiendo de los estudios que se 

realizaron. Para el estudio de la diferenciación tras la expresión de Ikaros, se utilizaron 

0.5 µg de los plásmidos anteriormente citados. Se siguió el protocolo de transfección de 

la Lipofectamina LTX (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

eficiencia de la transfección era alrededor de 0.5 – 1% de las células del cultivo. 
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 Al observar la baja eficiencia de transducción que presentaban los métodos de 

transfección, probamos a realizar los experimentos de sobreexpresión mediante la 

infección lentivírica. Así pues, en los experimentos de sobreexpresión de Helios 

infectamos tanto los cultivos primarios como las neurosferas con lentivirus que contiene 

el plásmido Helios. El sistema de infección vírica está basado en la transducción vírica 

descrita por el laboratorio del Dr. Trono en Salk Institute (Naldini y col., 1996). A partir 

del plásmido PRV-IRES-eGFP (Genetrix, Tres Cantos, Madrid) se extrajo el MCS-

IRES-eGFP con la finalidad de introducirlo en el plásmido pRRLsinPPT, vector 

necesario para la transducción lentivírica y formar así el plásmido pLV-IRES-eGFP. 

Para sobreexpresar Helios, el gen Helios humano se extrajo del plásmido SPORT6-

Helios (Invitrogen) y se clonó en el pLV-IRES-eGFP para obtener el plásmido que se 

usaría para la infección. Con tal de producir los virus, las células embrionarias de riñón 

HEK293T fueron transfectadas por el método de coprecipitación cálcica con un sistema 

de tres plásmidos para facilitar la producción vírica: pLV-IREs-eGFP / pLV-Helios-IREs-

eGFP, el plásmido que expresa los genes gag y pol y el plásmido que expresa el virus 

G somatitis vesicular. De esta manera, se facilita la formación de la cápsula lentivírica 

que permitirá transportar el plásmido al interior de la célula que infectará. Durante 3 

días tras la transfección, el sobrenadante producido por las células 293T se recogió, se 

pasó por filtros de 0.45 µm de poro y se centrifugó a 22.000 x G durante 90 minutos 

para precipitar los virus. Este precipitado celular obtenido se disolvía con una solución 

de 1% BSA  y el resultado ya estaba preparado para el uso posterior. La titulación 

vírica (MOI, del inglés multiplicity of infection) se realizaba infectando las células 293T 

con estos virus y analizando el título de eGFP mediante scanner de las células que 

presentan la fluorescencia activada (FACS).  

 Para el estudio de proliferación de las neurosferas con Helios sobreexpresado, 

se sembraban 13500 células/cm2 y se infectaron con los virus pLV-IRES-eGFP o pLV-

Helios-IRES-eGFP con un MOI=5. Tras 3 días de cultivo, las células se trataban con 

BrdU y se seguía el protocolo anteriormente descrito.  

4 – RECOGIDA DE MUESTRAS 

 Las muestras recogidas durante toda esta tesis se realizaron de dos maneras 

diferentes según el experimento que se llevaría a cabo. Los cerebros se extrajeron a 

las edades deseadas tras un sacrificio del animal mediante dislocación cervical. En el 

caso de las edades prenatales, los embrionarios se extrajeron mediante una incisión 

abdominal con material de cirugía estéril. En el caso de edades postnatales, el cerebro 
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se extrajo y se manipuló siguiendo diferentes protocolos según el experimento a 

realizar. En el caso de diseccionar el encéfalo, en este momento se diseccionaban las 

áreas deseadas de estudio con una lupa con luz fría (Leica) y con material de 

disección.  

 Aquel material, tanto prenatal como adulto,  destinado para estudiar la expresión 

génica por RT-PCR, la expresión proteica por Western Blot, estudio de TUNEL, realizar 

hibridaciones in situ o realizar inmunohistoquímicas contra Helios se congeló en 

isopentano enfriado a -80ºC durante 1 minuto. Posteriormente el material se guardó a   

-80ºC en el caso de la expresión génica y proteica y a -20ºC en el último caso del 

estudio de TUNEL, la hibridación in situ y la inmunohistoquímica.  

 Aquel material destinado para realizar inmunohistoquímicas generales se 

prefundía con PFA 4% con tal de evitar que en las muestras hubiera restos de sangre y 

evitar así la alta inmunoreactivdad. En el caso de los animales prenatales, los cerebros 

se extraían los cerebros y se incubaban a 4ºC con PFA 4% durante una noche. 

Posteriormente, se mantenían con solución PBS con sucrosa 10% y azida 0,02% hasta 

su posterior procesamiento. En el caso de los animales postnatales, la perfusión se 

realizaba a través del ventrículo cardíaco izquierdo. Tras la perfusión, se extrajeron los 

cerebros y se incubaron durante toda la noche en PFA 4% a 4ºC y se mantuvieron en 

sucrosa 10% en PBS en azida 0,02% hasta su final procesamiento.  

 Aquel material destinado para las hibridaciones in situ, TUNEL e 

inmunohistoquímicas se utilizó para realizar cortes histológicos coronales con el 

cirostato (Leica). Tras congelar los cerebros con isopentano enfriado a -80ºC, se 

montaron los cerebros con OCT (Tissue-Tek) con tal de montar la muestra para ser 

cortada en el criostato. Los cerebros de los animales prenatales y postnatales hasta 

P15 se cortaron a 14 µm y los cortes se enganchaban en portas tratados con -3-

aminopropil-trimetoxi-Silane (Sigma). De esta manera se evitaba la presencia de 

grasas y facilitar la adherencia y posteriormente se conservaban a -20ºC hasta la 

realización de los experimentos. Los cortes de los cerebros de los animales adultos se 

realizaron a 30 µm y los cortes se guardaron en placas con 96 pocillos con PBS-0,02% 

azida a 4ºC hasta realizar el experimento.  

5 – EXPERIMENTOS DE EXPRESIÓN GÉNICA 

La expresión génica se analizó en muestras de: EGL de animales a diferentes 

estados embrionarios y NSC provenientes de los ensayos de neurosferas tanto en 

estado proliferante como en estado de diferenciación. Tras la obtención de la materia 



MATERIALES Y MÉTODOS 

59 

prima, ésta se congelaba a -80ºC para evitar la degradación del RNA hasta el momento 

de realizar el experimento. Primeramente, se extrajo el RNA de las muestras tal como 

indica las instrucciones del kit comercial Nucleospin II Kit (Macherey-Nagel). A 

continuación, se sintetizó el ADN complementario (ADNc) necesario para el análisis por 

RT-PCR a partir de 500 ng del RNA total obtenido. El kit utilizado para tal efecto era el 

kit comercial StrataScript® First strand cDNA Synthesis System (Stratagene). La 

síntesis de ADNc se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante a 42ºC durante 

60 minutos en un volumen final de 20 µl. Una vez sintetizado se analiza la expresión 

génica realizando una PCR utilizando los ensayos de expresión génica comerciales 

TaqMan (Applied Biosystems) que se detallan en la tabla II. La RT-PCR se realiza en 

placas de 96 pocillos utilizando un volumen final de 25 µl. La solución utilizada contiene 

12,5 µl de Brilliant Q-PCR Master Mix (Stratagene), 1,25 µl de TaqMan Gene Expresion 

Assays y 0,4 µl de ADNc. Con tal de facilitar la reacción se siguieron los siguientes 

ciclos: una inicial desnaturalización a 95ºC durante 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 

una PCR de dos pasos: 95ºC durante 30 segundos y 60ºC durante 1 minuto. Para el 

análisis de la expresión génica, se realizaron utilizando la versión 3.0 del software de 

análisis MxProTM Q-PCR  (Stratagene). La cuantificación se realiza mediante un análisis 

cuantitativo comparativo expresado como n veces la diferencia de expresión relativa 

respecto al control, el caso de las células, o respecto a la edad más temprana en el 

caso del análisis de las muestras de cerebro. En este caso, todos los resultados se 

analizan respecto al gen normalizador, la subunidad 18S del ácido ribonucleico (ARN) 

ribosómico, con tal de relativizar la cantidad de ARN de cada muestra con un gen 

control. 

 Todos los ensayos de PCR se plantean utilizando replicados de cada muestra y 

analizando un mínimo de 3 experimentos independientes. Así pues, los datos utilizados 

para el posterior análisis estadístico serán aquellos que muestren resultados 

consistentes tanto en las sondas de los genes estudiados como los resultados del 

normalizador. Los controles negativos utilizados con el fin de excluir la contaminación 

por ADN genómico se obtienen omitiendo la transcriptasa reversa en el paso de la 

síntesis del ADNc. De esta manera, las muestras se someten al proceso de síntesis de 

ADNc sin el enzima responsable de tal síntesis. 
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Gen Sonda Taqman® 
18S RNA Hs99999901_s1 + 

Delta1 (Dll1) Mm00432841_m1 + 

Deltex1 (Dtx1) Mm00492297_m1 + 

Dlx2 Mm0043827_m1 

GFAP Mm00546086_m1 + 

Helios Mm00496108_m1 

Hes1 Mm00468601_m1 + 

Hes5 Mm01266490_g1 + 

Ikaros1 (Zfpn1a1) Mm01187878_m1 

Jagged (Jag1) Mm00496902_m1 

Mash1 (o Ascl1) Mm01228155_g1 - 

Notch1 Mm00435245_m1 + 

Notch3 Mm00435270_m1 + 

RBP-J-k (Rbpsuh) Mm00770450_m1 + 

Tabla II: Sondas Taqman® utilizadas en los experimentos de RTPCR, indicando la referencia comercial. 

6 – ANÁLISIS DE EXPRESIÓN PROTEICA (WESTERN BLOT)

 La expresión proteica se analizó en dos tipos de muestras: EGL a diferentes 

edades embrionarias y neurosferas en proliferación tras la sobreexpresión del plásmido 

deseado. Para la detección de la proteína Ikaros durante el desarrollo embrionario del 

estriado, muestras de EGL y estriado de E18,5 y P15, respectivamente, fueron 

diseccionados y lisados con el tampón RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 1 mM 

EDTA, 1mM EGTA, 1% Tritón X-100, 0,1% Dodecil sulfato sódico, 0,5% deoxicolatode 

sodio, 1mM PMSF, 10 µg/ml aprotinina, y 1µg/ml leupeptina). Las muestras fueron 

homogenizados pasándolas entre 5-6 veces por una aguja de insulina en el tampón 

para facilitar la lisis celular. Posteriormente, la solución se centrifugó y las proteínas 

que se localizaban en el sobrenadante se cuantificaron con tal de realizar la 

inmunoelectrotransferencia o Western Blot. 30 µg de proteína se cargaron en el gel de 

de electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5% y se separaron a una 

resistencia de 30 mA durante aproximadamente 1 hora y media. Las proteínas 

separadas en el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Immobilon-P 

(Whatman, PROTMAN) a 100 V durante 1 hora y a 4ºC para evitar el excesivo 
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calentamiento de la muestra. Una vez terminada la transferencia, se comenzó a realizar 

la inmunotinción incubando durante 1 hora, y en agitación, con una solución de bloqueo 

compuesta por TBS-T (150 mM NaCl, 20 mM Tris.HCl pH=7.5 y 0,05% Tween.20) con 

un 3% de leche en polvo libre de grasas. A continuación, la membrana se incubó 

durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario de Ikaros tal y como se describe 

en la tabla 3 de anticuerpos. Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con 

TBS-T para eliminar el anticuerpo primario sobrante. Posteriormente, se incubó la 

membrana con el anticuerpo secundario contra ratón IgG HRP-conjugado (Promega) 

en una dilución 1:1000 en TBS-T durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente. 

Tras tres lavados más con TBS-T, la membrana se incubó con la solución reveladora 

ECL (Bioscience Europe GMBH) durante 1 minuto a temperatura ambiente y 

posteriormente se expuso a una película con tal de proceder al revelado de la 

membrana.  

Para la detección de las proteínas reguladoras de ciclo celular p21CIP/Waf1, p27Kip1

Kip1 y Notch1 procesado (IC-Notch) el precipitado celular de neurosferas proliferantes 

transfectadas con Ikaros se homogenizó con el tampón de lisis compuesto por 0,2% 

SDS en 80 mM Tris-HCl pH=6,8. Tras la cuantificación proteica, 20 µg de proteínas se 

cargaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 12% y se separaron  a una 

resistencia de 30 mA durante 2 horas aproximadamente. Tras la migración, las 

proteínas se transfirieron a una membrana Immobilon P y a continuación, la membrana 

de bloqueó y se incubó con los anticuerpos tal y como se describe en la tabla 3. El 

revelado de la misma se realizó tal y como se describe anteriormente.  

 Cada experimento cuantificación proteica de repitió, al menos, en 3 

experimentos independientes. El control de carga de cada una de las membranas se 

realizaba incubando la membrana analizando los niveles de tubulina y su 

correspondiente anticuerpo secundario. Para realizar una estimación relativa de los 

niveles de las proteínas, se realización una lectura densiométrica de las bandas de la 

película. Para esto, se escanearon las películas fotográficas y se analizaron utilizando 

el programa GelPro Analyzer versión 4.0.  

7 – ENSAYOS DE MUERTE CELULAR (TUNEL)

 El estudio de detección de células en proceso de muerte celular lo realizamos 

utilizando la técnica de TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end labelling, PROMEGA). 

Esta técnica está basada en la acción de la enzima transferasa terminal, TdT, la cual 

cataliza la adición de nucleótidos (dUTPs) marcados con una molécula fluorescente, la 
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fluoresceína, en los extremos 3’ libres del ADN, hecho que permite detectar la 

fragmentación del ADN producida por la muerte por apoptosis.  

 Las muestras donde se estudió la muerte celular eran cerebros de animales Wt 

y animales Ik-/- y neurosferas transfectadas en estado de diferenciación tras 3 días de 

protocolo. Los cerebros fueron extraídos y congelados como se comentó en el apartado 

anterior dentro de esta misma sección. En el caso de las neurosferas, tras 3 días de 

diferenciación, se fijaron con PFA 4% para su posterior procesamiento. En ambos 

casos, el procesamiento se realizó tal y como indican las instrucciones del fabricante. 

Tras la reacción se podrá observar fluorescencia en aquellas células que han iniciado 

el programa de muerte celular.  

8 – HIBRIDACIONES IN SITU

Durante la presente tesis se han realizado diversas hibridaciones in situ con el objetivo 

de analizar la expresión de diferentes ARN mensajero (ARNm): Ikaros, encefalina, 

sustancia P, Dlx2, Dlx5 y Ebf-1. A continuación se describe el protocolo seguido para 

llevar a cabo cada experimento.  

1. Hibridación in situ para detectar Ikaros durante el desarrollo embrionario:  

La distribución de Ikaros se estudió en animales a las edades E12,5, E14,5, E16,5 y 

E18,5. Las secciones coronales de 14 µm se procesaron para realizar una hibridación 

in situ radioactiva tal y como se describe en Marco y col., 2002. La sonda utilizada se 

describe en la tabla III y se referencia como Ikaros1.  

2. Hibridación in situ para detectar Ikaros y Helios en animales deficientes para Dlx1/2: 

La distribución de Ikaros en los animales deficientes para Dlx1/2 se analizó en 

embriones de E18,5. Se realizaron secciones coronales de 20 µm y se realizó la 

hibridación in situ utilizando ribosondas de digoxigenina tal y como se describe en 

Schaeren-Wiemers y Gerfin-Moser, 1993. Las sondas utilizadas se describen en la 

tabla III. 

3. Hibridación in situ para la detección de encefalina y sustancia P:

Las secciones coronales de animales Wt y Ik-/- de las edades P3 y P7 fueron 

procesados por hibridación in situ radioactiva tal y como se describe en Marco y col., 

2004. Las sondas de oligodesoxirribonucleótidos utilizadas se describen en la tabla III.  

La cuantificación de la expresión de encefalina y sustancia P se realizó según describe 

Pineda y col., 2005. Secciones consecutivas (23-29 secciones por animal) se 
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escanearon y los niveles de ARNm se analizaron utilizando el programa ImageJ 

(National Institute of Mental Health, Bethesda). La intensidad se cuantifica en un área 

cuadrada de 152,4 µm2 y la señal de fondo del área adyacente fuera del encéfalo fue 

sustraída. Los resultados son expresados como media de diferentes animales y las 

barras de error representan el error estándar de la media.  

4. Hibridación in situ para la detección de la expresión de Dlx2, Dlx5 y Ebf-1:  

Para analizar la expresión de Dlx2, Dlx5 y Ebf-1 se utilizaron animales Ik-/- y animales 

Wt a la edad de E15,5. Tras la obtención y procesamiento del material, se realizaron 

cortes coronales de 20 µm y se realizó la hibridación in situ tal y como se describe en 

Flames y col., 2004. 

Plásmido Tamaño de la 
sonda 

Distancia desde 
extremo 3’ Fuente 

Ikaros1 44 93-137 OPERON 

Encefalina 29 513-542 Applied Biosystem 

Sustancia P 47 223-270 Isogen Bioscience 

Dlx2 29 513-542 OPERON 

Dlx5 44 93-137 OPERON 

Ebf-1 47 223-270 OPERON 

Tabla III: Secuencia nucleotídica de las sondas utilizadas en las hibridaciones in situ. 

9 – ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR IN VIVO  

 Con tal de estudiar si la ausencia del factor de transcripción Ikaros afectaba la el 

proceso de neurogénesis, realizamos dos aproximaciones experimentales. En la 

primera, queríamos estudiar si la ausencia de Ikaros afectaba de alguna manera a la 

proliferación de los precursores neurales localizados en la ZSV de la EGL. A ratonas 

gestantes en el 14 día de embarazo se le inyectó intraperitonealmente BrdU a 50 

mg/Kg en una solución isotónica de NaCl 0,9% durante 30 minutos. Tras este periodo, 

se extrajeron los cerebros de los embriones y se procesaron para inmunohistoquímica 

tal y como se ha descrito anteriormente. De esta manera, podíamos observar las 

células que habían incorporado BrdU indicándonos células que estaban en la fase S 

del ciclo celular. La segunda aproximación era observar si la ausencia de Ikaros 

afectaba a los progenitores que abandonan el ciclo celular. Para tal objetivo, a 

diferentes ratonas gestantes a E12,5, E14,5 y E16,5 se les inyectó BrdU 
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intraperitonealmente y se extrajeron y procesaron los embriones a E18,5. Sólo las 

células que hayan salido de ciclo en el momento de la inyección podrán retener el BrdU 

y ser positivas. Todos los progenitores que sigan proliferando terminarán diluyendo el 

BrdU resultando presentar una tinción negativa. A continuación, se presenta un 

esquema representativo del proceso de inyección de BrdU en los denominados 

experimentos de pulso largo de BrdU. 

FIGURA 13: Esquema de los tratamientos con BrdU diseñado para detectar la neurogénesis en los 
diferentes estadios del desarrollo del estriado. Se administra BrdU intraperitoneal a las hembras 

gestantes en las diferentes etapas del desarrollo y los embriones se analizan a E18, 5.  

 Tras la obtención de los cerebros, su posterior fijación y cortes al criostato, las 

secciones se incubaron en HCl 2N durante 20 minutos a 37ºC para desnaturalizar el 

ADN. Posteriormente se neutralizó el efecto del ácido incubando los cortes con una 

solución de borato sódico 0,1 M a pH=8,5 durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

A continuación, se procesó según el protocolo descrito a continuación dentro de esta 

misma sección.  
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10 – INMUNOCITOQUÍMICA E INMUNOHISTOQUÍMICA 

 Las inmunocitoquímicas realizadas en la presente tesis seguían un protocolo 

estándar que ya se implementaba en el laboratorio. Tras los tratamientos específicos, 

como el ya explicado en el caso de la detección del BrdU incorporado, se procedía a la 

permeabilización y bloqueo de los epítopos inespecíficos de las células. Para tal efecto, 

las células se incubaban con PBS - 0,3% tritón-X-100 y BSA 10% durante 1 hora a 

temperatura ambiente y en agitación. Posteriormente se realizaban 3 lavados con PBS 

y ya se pasaba a incubar toda la noche con el anticuerpo deseado (mirar tabla IV) 

preparado en la misma solución. Al día siguiente, se realizaban 3 lavados con PBS y se 

incubaba con el anticuerpo secundario conjugado con Cy2 o Cy3 correspondiente 

diluido en PBS - 0,3% tritón-X-100 pero con BSA al 5% durante 2 horas en temperatura 

ambiente y en agitación. Tras varios lavados con PBS, los núcleos de las células se 

tiñeron durante 10 minutos con DAPI (4,6'-diamidino-2-phenylindole; Sigma; 1:1000) 

preparado en PBS y se realizaron lavados consecutivos para eliminar el exceso de 

solución y poder así montar los cubreobjetos con Mowiol (Merch Chemicals Ltd.). Tras 

el proceso de secado del Mowiol, la inmunocitoquímica se podía observar en un 

microscopio con fuente de fluorescencia para detectar la señal.  

 Las inmunohistoquímicas de fluorescencia realizadas en los animales tanto pre 

como postnatales seguían un protocolo semejante al realizado en las células. Tras 

disponer de los tejidos cortados coronalmente, el tejido se incubó con PFA 4% durante 

15 minutos a temperatura ambiente excepto en la detección de Helios que el anticuerpo 

no permitía ningún tipo de fijación. Tras la incubación, se realizaban 3 lavados con PBS 

y se procedió al paso de permeabilización y bloqueo con PBS - 0,3% tritón X - 100 y 

BSA 10% a temperatura ambiente durante 1 hora. La incubación con el anticuerpo se 

realizó diluida en la misma solución de permeabilización según la tabla IV, durante toda 

la noche y a 4 ºC en una cámara húmeda. Después de dos lavados con PBS, se 

incubaron las secciones con los anticuerpos secundarios conjugados a moléculas 

fluorescentes según la tabla de los anticuerpos. Tras los lavados para eliminar el 

exceso de secundario se incubó con DAPI 1:1000 preparado en PBS durante 10 

minutos y se montó con Mowiol para su posterior observación al microscopio. En el 

caso de la detección de antígenos como DARPP-32, NeuN y calbindina se realizaron 

inmunohistoquímicas utilizando anticuerpos secundarios conjugados con biotina, de tal 

manera que se realiza un revelado químico siguiendo el protocolo de incubación con 

ABC (Pierce) y revelando con DAB. Con tal de poder comparar las diferentes 

inmunohistoquímicas, el tiempo de revelado para todas las secciones era el mismo en 
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todos los animales. A continuación se muestra una tabla con la información de cada 

uno de los anticuerpos usados durante la presente tesis.  

Antígeno Hecho en:  Dilución Casa comercial  
BrdU Ratón 1:50 DAKO 

CB Ratón 1:1000 Sigma-Aldrich 

ChaT Conejo 1:4000 Millipore 

DARPP-32 Ratón 1:500 Millipore 

GFAP Conejo 1:500 Dako 

GFAP-Cy3 Ratón 1:200 Sigma-Aldrich 

GFP-FITC Cabra 1:200 Abcam 

Helios Conejo 1:1000 Dr. Smale 

Ikaros Ratón 1:2000 Dr. Georgopoulus 

MAP2 Ratón 1:500 Sigma-Aldrich 

MAP2 Ratón 1:200 Stemberger 

Nestina Conejo 1:200 Covance 

Nestina (401) Ratón 1:50 Hibriydoma Bank 

NeuN Ratón 1:100 Millipore 

IC-Nocth Conejo 1:100 Cell Signalling 

O4 Ratón 1:75 Chemicon 

p21Cip/waf1 Conejo 1:200 Santa Cruz 

P27Kip1 Ratón 1:500 BD bioscience 

PV Conejo 1:1000 SWANT 

ß-III-Tubulina (Tuj-III) Conejo 1:200 Sigma-Aldrich

ß-III-Tubulina (Tuj-III) Ratón 1:200 Sigma-Aldrich 

Cy2 anti-conejo Burro 1:100 Jackson-
Inmunoresearch 

Cy3 anti-conejo Burro 1:500 Jackson-
Inmunoresearch 

Cy2 anti-ratón Burro 1:100 Jackson-
Inmunoresearch 

Cy3 anti-ratón Burro 1:500 Jackson-
Inmunoresearch 

HRP anti-ratón Cabra 1:1000 Promega 

HRP anti-conejo Cabra 1:1000 Promega 

Tabla IV: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en inmunocitoquímicas, inmunohistoquímicas y 

Western Blot. 
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Todas las detecciones de antígeno fueron realizadas en al menos 3 experimentos 

diferentes, en el caso de las inumocitoquímicas, y en tres animales de diferentes 

camadas diferentes, en el caso de las inmunohistoquímicas 

11 – RECUENTOS CELULARES

 Los recuentes celulares realizados en esta tesis diferían según el objetivo del 

experimento a realizar. Así pues, en este apartado se resume la metodología de 

recuento en cada uno de ellos.  

 En los experimentos de proliferación, podemos distinguir dos tipos de recuentos 

celulares. En los experimentos de transfección de los plásmidos donde se realizaba 

pulso corto de BrdU, se realizaron recuentos de las células BrdU positivas (en fase S) 

respecto al total de núcleos que había por neurosfera. Así pues, de cada neurosfera 

podíamos estimar el porcentaje de células proliferantes dentro de una misma 

neurosfera. Un total de 30-50 neurosferas se contaban por cada condición. El resultado 

final representaba el porcentaje de cada condición respecto la transfección control para 

así evitar las variaciones intrínsecas de proliferación que mostraba cada cultivo.  

 En los estudios de proliferación de los animales Ik-/-, la estimación de la 

proliferación se realizó contando el número total de células que tenían las neurosferas 

en cultivo. Es decir, después de 5 días del cultivo se contaban las neurosferas que se 

habían formado y tras disgregarlas se contaban las células totales del cultivo. Tras 

estos recuentos se relativizaba el número total de células al número total de 

neurosferas para tener así una estimación de la tasa de proliferación. Posteriormente el 

resultado final se expresaba como el porcentaje medio de cada genotipo respecto al 

control que sería el genotipo Wt. Estos recuentos se realizaron en un mínimo de tres 

experimentos independientes. 

 Las diferentes poblaciones de Nestina en el ensayo de neurosferas se 

recontaron según Fukuda y col., 2003. Tras la transfección de las neurosferas con 

Helios y el plásmido control, las células se dejaban diferenciar durante 3DIV en MD1. 

Las células que presentaban la distribución de Nestina en largas prolongaciones se 

consideraban Nestina tipo I. En cambio, las células que presentaban la Nestina 

localizada alrededor del núcleo conformaban la población de Nestina tipo II (figura 14). 

Los recuentos se relativizaron a la población de Nestina tipo I de la transfección con el 

plásmido control. Estos recuentos se realizaron en al menos tres cultivos transfectados 

independientes con una eficiencia de transfección de entre 50-60%.  
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FIGURA 14: Representación esquemática del tipo de progenitores neuronales según su distribución 
de Nestina. (A) Esquema de la morfología del filamento Nestina (negro) alrededor del núcleo celular (azul) 

según las dos clases de progenitores. Imagen adaptada de Fukuda y col., 2003. (B) Imagen representativa 

de la inmunocitoquímica de Nestina (verde) de neurosferas diferenciadas. Se representan células 

pertenecientes a cada una de las subpoblaciones.  

 En los experimentos de recuentos de poblaciones neurales en diferenciación, se 

recontaban el total de las células positivas para el marcador deseado respecto al total 

de núcleos celulares que presentaba el cultivo. De esta manera se podía obtener un 

porcentaje que indicaba qué cantidad de células pertenecen a las diferentes 

poblaciones neurales. A la hora de realizar los recuentos, nos asegurábamos que la 

transfección fuera aproximadamente del 50-60%. Finalmente, este porcentaje se refería 

al control de cada cultivo para así evitar las diferencias intrínsecas de los cultivos de 

neurosferas. Los resultados mostrados representan los recuentos de al menos 3 

experimentos realizados en cultivos independientes. El resultado obtenido en estos 

experimentos nos indica el efecto global que podría tener una sobreexpresión 

extrínseca en un cultivo determinado.  

 En la sobreexpresión de los cultivos primarios se recontaban las células 

positivas para cada marcador respecto las células que habían sido transfectadas con el 

plásmido de estudio, es decir, que presentaban un marcaje GFP positivo. Los 

resultados graficaban como porcentajes de células positivas respecto al control de la 

transfección, el plásmido vacío.  

 También se realizaron recuentos estereológicos con tal de cuantificar el 

volumen y células en los animales Ik-/- respecto a los controles. Para contar los 

volúmenes se utilizó una herramienta informática estereológica asistida por ordenador 

(CAST) que se encuentra acoplado a un microscopio Olympus (Ballerup, Dinamarca). 

Para recontar el volumen del cerebro, los bulbos olfatorios, la zona germinal ZSV y el 

núcleo estriado se utilizaron 14-16 secciones consecutivas de 30 µm por animal. Tras 



MATERIALES Y MÉTODOS 

69 

visualizarlas al microscopio, se marcaban los bordes de la estructura anatómica. Los 

volúmenes eran calculados multiplicando la suma de todas las áreas de las diferentes 

secciones (mm2) por la distancia entre secciones sucesivas tal y como se describe en 

Canals y col., 2004 Los recuentos celulares se realizaron tanto para las 

inmunohistoquímicas contra NeuN, DARPP-32, PV y Chat como para las hibridaciones 

in situ de encefalina y sustancia P en el núcleo estriado de los animales Wt y Ik-/-. 

También se realizaron recuentos estereológicos para contar las células BrdU positivas 

en la SVZ de la EGL de los animales Ik-/- respecto su control.  

12 – ESTADÍSTICA 

 Todos los resultados se expresan como la media de diferentes experimentos 

independientes ± s.e.m (del inglés, standard error of mean). Para el análisis estadístico 

se realizaron el test t-student. 





IV. RESULTADOS
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 El estudio de los mecanismos de diferenciación de las neuronas de proyección 

estriatales es de vital importancia para entender el proceso de embriogénesis de la 

EGL. Gran diversidad de proteínas, con múltiples funciones están implicados en este 

control: desde enzimas citosólicas pasando por factores de transcripción o receptores 

de membrana. El grupo de los factores de transcripción es el más numeroso y actúa 

activando o reprimiendo la expresión génica con la finalidad de cambiar el estado de la 

célula.  

 En la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de los factores de 

transcripción de la familia Ikaros. Esta familia de proteínas está altamente implicada en 

el desarrollo del sistema hematopoyético, siendo en este sistema donde se han 

estudiado principalmente sus funciones (Georgopoulos, 1997). Esta familia está 

compuesta por diferentes miembros como son Ikaros, Helios, Eos, Dedalus y Pegasus. 

Todos los miembros de la familia presentan una alta homología de secuencia entre 

ellos (Molnar y Georgopoulus, 1994). Los factores de transcripción Ikaros pertenecen a 

la familia de factores de transcripción Krüppel y se caracterizan por la presencia de 

motivos de dedos de zinc C2H2 en sus dos dominios terminales. En el extremo C-

terminal de la proteína se encuentran dos dedos de zinc que permiten la dimerización 

con otras moléculas de la familia y así estabilizar la proteína. Es necesaria una previa 

dimerización para poder realizar la correcta unión del ADN y controlar la transcripción 

de los genes dianas. Esta dimerización puede ser tanto con miembros de la misma 

molécula formando homodímeros como con otros miembros de la familia formando 

heterodímeros (Molnar y Georgopoulos, 1994). En cambio, la presencia de los dedos 

de zinc en el extremo N-terminal permite la unión a secuencias específicas del ADN 

(Georgopoulus y col., 1997). El número de dedos de zinc en el extremo N-terminal de la 

proteína varía según el procesamiento transcripcional que sufre la proteína (Rebollo y 

Schmitt, 2003). Debido a este procesamiento se pueden generar diferentes isoformas 

de las proteínas  de la familia Ikaros. Las isoformas con al menos tres dedos de zinc en 

el extremo N-terminal serán las funcionales mientras que aquellas isoformas que 

presenten menos de tres dedos de zinc actuarán como dominantes negativos. Estas 

isoformas cortas normalmente se expresan en bajos niveles actuando como moléculas 

reguladoras de la actividad de las isoformas activas (Rebollo y Schmitt, 2003). 

 La familia Ikaros realiza un control de la diferenciación de las células madre 

hematopoyéticas de manera secuencial. Helios se expresa en etapas tempranas de la 

génesis de los linfocitos B y T; en cambio, Ikaros se expresa más tardíamente en 

linfocitos T que han iniciado el proceso de diferenciación (Rebollo y Schmitt, 2003). Es 
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decir, los miembros de esta familia cooperan con la finalidad de establecer un correcto 

patrón de diferenciación en el sistema hematopoyético.  

 En el SNC poco se conoce sobre el papel que estos factores de transcripción 

ejercen durante el desarrollo embrionario. En la literatura se había descrito la 

capacidad que presenta la proteína Ikaros para unirse al promotor del gen encefalina 

(Dobi y col, 1997). Las neuronas encefalinérgicas son las primeras que degeneran 

durante la evolución de la enfermedad de Huntington, así pues, una posible terapia 

sustitutiva sería conseguir neuronas de este tipo en el laboratorio y poder 

trasplantarlas. Es por este motivo que nos hemos centrado en la caracterización 

detallada de la expresión de Ikaros durante el desarrollo de la EGL. El estudio de Ikaros 

nos permitió comprobar que Helios también se expresa en el cerebro en desarrollo. Así 

pues, con tal de elucidar el papel que tienen las dos proteínas durante el desarrollo 

embrionario de la EGL, hemos utilizado diferentes aproximaciones experimentales con 

el fin de mimetizar el proceso del desarrollo embrionario en el laboratorio.  
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1 - EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN HELIOS SE EXPRESA EN 
DIFERENTES ÁREAS DEL ENCÉFALO EN DESARROLLO  

El gen IKZF2 codifica para la proteína Helios que está formada, en su forma 

activa, por 526 aminoácidos y presenta alta homología con las proteínas de la misma 

familia. Se engloba en los factores de transcripción de la familia de dedos de zinc C2H2 

presentando diferentes dominios de unión dependiendo del grado de procesamiento al 

que esté sometida la cadena de ADN. Como todos los miembros de la familia Ikaros, 

Helios es un factor de transcripción que se encuentra en el núcleo y regula el proceso 

de transcripción de los genes diana. En el sistema hematopoyético, se ha descrito que 

Helios regula la diferenciación temprana de los linfocitos (Rebollo y Schmitt, 2003). En 

el SNC no se ha estudiado el papel de esta proteína, por ello pasamos a caracterizar 

su patrón de expresión y su función.  

1.1 – Helios se localiza en diferentes áreas neurogénicas del encéfalo  

 Con tal de analizar la expresión del factor de transcripción Helios se realizaron 

inmunohistoquímicas para detectar esta proteína en ratones a diferentes estados de 

desarrollo. A la edad embrionaria de E16,5, se observa la expresión de Helios en: la 

capa de las células granulares del primordio del bulbo olfatorio (BO) (figura 15A), en la 

corteza insular y cingulada, en la EGL desde el eje anterior hasta el posterior (figura 

15B) y en la zona CA3 del hipocampo en formación (figura 15C). La expresión de 

Helios en áreas como el BO, la corteza y la EGL es completamente ausente durante la 

edad postnatal. Para estudiar la implicación de este factor de transcripción en el 

desarrollo de otras áreas como el cerebelo, estudiamos la expresión en edades 

postnatales, desde P7 hasta P15. Se observa una marcada expresión de Helios en la 

capa de las células de Purkinje del cerebelo en desarrollo en las edades postnatales 

(figura 15D). En edades adultas, la expresión de Helios es totalmente ausente en el 

encéfalo hecho que nos permite involucrar la acción de Helios durante el desarrollo del 

SNC.  
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FIGURA 15: Helios se expresa en áreas determinadas durante el desarrollo del SNC. En la figura se 

muestran microfotografías representativas de diferentes áreas donde se expresa Helios. 

Inmunohistoquímicas realizadas en secciones de embriones de·E16,5. (A) Helios se expresa en la capa 

granular de la parte anterior del BO (Ai es una ampliación del área marcada). (B) Helios se expresa en la 

EGL desde porciones anteriores (Bi) hasta secciones posteriores (Bii). (C) En el hipocampo se localizan 

células Helios positivas en la capa CA3 (Ci representa una ampliación del área marcada). (D) Helios se 

expresa en las células de Purkinje del cerebelo a la edad de P7 (Di representa una ampliación del área 

delimitada). Experimento realizado al menos en 4-5 embriones. Barra de escala: (A-D) 1mm, (Ai ,Ci, Di) 

2mm. 
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1.2 – La expresión de Helios en la EGL se localiza tanto en la ZSV como en la ZM  

 A pesar de la expresión específica de Helios en diferentes áreas del encéfalo, 

nos centraremos únicamente en el papel que Helios realiza durante el desarrollo del 

estriado ya que es el objetivo principal de estudio de nuestro laboratorio. Para 

esclarecer este objetivo, en primer lugar quisimos estudiar la expresión de Helios en la 

EGL en formación durante las edades embrionarias. Tal y como muestran el análisis de 

la expresión génica realizado mediante RT-PCR y las inmunohistoquímicas, la 

expresión del ARNm de Helios en la EGL empieza a E14,5 y su expresión empieza a 

decrecer a E18,5, cuando las etapas neurogénicas ya están completamente acabadas 

y da comienzo la diferenciación astrocitaria (figura 16A). La distribución espacial de la 

proteína presenta un patrón ventrolateral en las primeras etapas del desarrollo de la 

EGL. A medida que avanza el desarrollo, Helios cambia de posición adquiriendo una 

posición dorsomedial en etapas más posteriores (figura 16B) y desapareciendo 

completamente en edades adultas. Para determinar si Helios se expresaba en la zona 

donde habitan los progenitores, la ZSV, o donde se localizan las neuronas 

diferenciadas, la ZM, realizamos una doble inmunohistoquímica con el marcador 

neuronal ß-III-tubulina. Se puede observar como Helios se expresa tanto en la ZSV 

como en la ZM (figura 16C). Este resultado nos indica que, tal vez, Helios podría estar 

implicado en la transición de las células desde estados progenitores hasta etapas más 

diferenciadas.  
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FIGURA 16: Patrón espacial y temporal de Helios durante el desarrollo de la EGL. (A) Cuantificación 

de los niveles de ARNm de Helios durante el desarrollo de la EGL por RT-PCR. Se observa un pico de 

expresión a E18,5. Los resultados están representados como los niveles de ARNm de Helios respecto a la 

expresión de E14,5. La gráfica representa la media de 3-5 muestras de la EGL y las barras de error 

representan el error standard de la media (s.e.m). El análisis estadístico fue realizado utilizando un test t-

student; *p <0,05; **p< 0,005. (B) Inmunohistoquímica de Helios en secciones coronales de la EGL a 

diferentes edades embriónicas (E14,5, E16,5 y E18,5) y edades postnatales (P3, P7 y P15). (C) Doble 

inmunohistoquímica de ß-III-Tubulina (Tuj-III) y Helios realizada en secciones coronales de embriones de 

E16,5. Barra de escala=500 µm.  
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1.3 – Helios se relaciona con la expresión de marcadores neuronales durante el 
desarrollo  

 Posteriormente, analizamos la relación que presentaba Helios con las diferentes 

estirpes neurales a la edad concreta de E16,5 para esclarecer la relación con la 

génesis de neuronas. Así pues, los marcadores utilizados para tal efecto fueron: 

Nestina para marcar los progenitores, MAP2 para marcar las neuronas diferenciadas y 

el marcador GFAP para marcar los astrocitos. En cuanto a la relación de Nestina con 

Helios, se puede observar como en la ZSV las células Helios positivas están envueltas 

por filamentos de Nestina, tal y como muestra el análisis del eje Z (figura 17A). Esta 

relación va desapareciendo a medida que avanzamos a través de la ZM (figura 17B), 

donde hay menor tinción de fibras de Nestina pero continúa habiendo gran tinción de 

células Helios positivas. Esta relación Nestina-Helios es exclusiva de la EGL, ya que el 

análisis de los dos marcadores a la misma edad en la corteza y en el hipocampo 

demuestra que Helios y Nestina presentan patrones de expresión completamente 

independientes (figura 17C-D). Analizando la distribución de Helios dentro de la ZM, se 

puede observar que aquellas células Helios positivas que ocupan la ZM colocalizan con 

el marcador neuronal MAP2 (figura 17E). En cambio, cuando analizamos la relación de 

Helios con un marcador astrocitario, GFAP, observamos que la expresión de Helios no 

presenta ninguna relación con la expresión del marcador GFAP. La doble 

inmunotinción de Helios con GFAP muestra que los dos marcadores se expresan en 

áreas independientes de la EGL (figura 17F).  

FIGURA 17: Helios se relaciona con marcadores de progenitores neuronales en la EGL. En la figura 

se muestran microfotografías de dobles inmunohistoquímicas realizadas en secciones coronales de la EGL 

de embriones de E16,5. (A) Doble inmunohistoquímica de Nestina y Helios en la ZSV de la EGL. El análisis 

del eje Z muestra que existe una colocalización de núcleos Helios positivos con los filamentos intermedios 

Nestina positivos. (B) Doble inmunohistoquímica de Nestina y Helios en la ZM de la EGL muestra que no 

existe relación entre los dos marcadores en la EGL. (C-D) Doble marcaje de corteza e hipocampo con 

Nestina y Helios. En estas dos áreas existe una relación de exclusión entre los marcadores Helios y 

Nestina. (E) La doble tinción con MAP2 y Helios muestra que Helios se expresa tanto en la ZM como en la 

ZSV. En la ZM las células Helios positivas colocalizan con Map2. (F) Doble inmunohistoquímica de GFAP y 

Helios en secciones coronales de la EGL. La expresión de GFAP se localiza en una región diferente a la 

que expresa Helios. Barra de escala = 150 µm. 
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 La caracterización espacial de la proteína junto con la relación de esta proteína 

con el resto de marcadores neurales, indica que el factor de transcripción Helios podría 

estar implicado en los procesos neurogénicos de la EGL. 

2 - HELIOS ESTÁ IMPLICADO EN EL PROCESO NEUROGÉNICO 
AUMENTANDO LA DIFERENCIACIÓN HACIA NEURONAS EN DETRIMENTO 
DE LOS ASTROCITOS  

 Una vez analizada la distribución de la proteína Helios, tanto temporal y 

espacial, pasamos a estudiar cual sería la funcionalidad de este factor de transcripción 

en diversos sistemas in vitro. 

2.1 – Helios se expresa en el estado proliferante del ensayo de neurosferas  

 Para estudiar la relación que presenta Helios con el proceso de neurogénesis, 

realizamos dos aproximaciones in vitro: el ensayo de neurosferas para estudiar el 

efecto de la proteína a nivel de los precursores neurales y los cultivos primarios con tal 

de estudiar la implicación de Helios durante el proceso de diferenciación neuronal 

terminal.  

 La proteína Helios está presente en las neurosferas en condiciones proliferantes 

(0DIV), en cambio, su expresión decrece hasta desaparecer en condiciones de 

diferenciación a 3DIV y 6DIV tal y como muestran la inmunocitoquímica y el análisis de 

niveles de la expresión de Helios (figura 18A y 18B). Helios parece tener un papel 

importante en el control del paso de estado proliferante a estado diferenciado. Con tal 

de estudiar si existe una relación directa entre Helios y el estado proliferante celular, 

realizamos inmunocitoquímicas en neurosferas fijadas tras un pulso corto de BrdU. Se 

observa que la distribución de Helios es independiente a la presencia de las células 

BrdU positivas, es decir, Helios se expresa tanto en las células de las neurosferas que 

están en la fase S como en las que no lo están (figura 18C).  
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FIGURA 18: Helios se expresa en el estado proliferante de las neurosferas. (A) Inmunocitoquímica de 

Helios en neurosferas en condición de proliferación (0DIV) y diferenciación (3DIV y 6DIV). Helios se 

expresa de manera notoria en estado proliferante (0DIV) y disminuye durante el proceso de diferenciación 

(3DIV y 6DIV). Barra de ecala= 30 µm. (B) Análisis de los niveles del ARNm de Helios mediante RT-PCR. 

Los niveles de ARNm de Helios disminuyen durante el proceso de diferenciación. Los resultados 

representan la media ± s.e.m de 4-5 cultivos de neurosferas y se representan como el porcentaje de 

ARNm respecto al estado proliferante (0DIV). Para el análisis estadístico se utilizó el test t-student;          

**p < 0,005; ***p < 0,001. (C) Fotografía representativa de una doble inmunocitoquímica de neurosferas de 

Helios y BrdU. Helios se expresa en células en estado proliferante (BrdU positivas) como en células no 

proliferantes (células no positivas para BrdU). Barra de escala= 30 µm. 
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2.2 – La sobreexpresión de Helios induce una reducción de la tasa de 
proliferación en el ensayo de neurosferas  

 El papel que realiza Helios se puede estudiar sobreexpresando esta proteína en 

el ensayo de neurosferas y así estudiar qué ocurre tanto en el proceso de proliferación 

como en el de diferenciación en presencia de la proteína exógena. El estudio de la tasa 

de proliferación en estas neurosferas sobreexpresadas demuestra que la presencia 

exógena de Helios disminuye la cantidad de células que se encuentran en fase S 

respecto a la transfección control (figura 19). Podemos concluir que la presencia 

forzada de Helios induce una disminución de la tasa de proliferación. Esta disminución 

de la tasa de proliferación no se debería a una actuación directa sobre la fase S del 

ciclo celular ya que Helios no se expresa exclusivamente en células proliferantes, BrdU 

positivas (figura 18C). 

2.3 – La sobreexpresión de Helios no induce muerte celular apoptótica en el 
ensayo de neurosferas  

Esta reducción de la proliferación puede ser debida a un aumento de la muerte celular, 

o bien, que implique un aumento en la diferenciación neural de los precursores. Para 

estudiar el efecto sobre la muerte celular, transfectamos las neurosferas con el 

plásmido de estudio y las dejamos diferenciar durante 3DIV para estudiar la presencia 

de procesos apoptóticos utilizando la técnica de TUNEL. Tras realizar los recuentos, 

observamos que no existen diferencias en el número de células apoptóticas entre la 

transfección con el plásmido control o con el plásmido Helios (figura 20A y 20B).  

FIGURA 19: La sobreexpresión de 

Helios reduce la tasa de proliferación 
de las neurosferas. La tasa de 

proliferación se representa como número 

de células BrdU positivas respecto el 

número total de células por neurosferas. 

Los resultados se representan como la 

media ± s.e.m. de 5 cultivos de 

neurosferas. El análisis estadístico 

utlizado es t-student; *p < 0,05.  
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FIGURA 20: La sobreexpresión de Helios no induce muerte celular apoptótica. (A) Fotografía 

representativa del TUNEL realizado en neurosferas transfectadas con Helios y el plásmido control tras 

3DIV en condiciones de diferenciación. Barra de escala= 30 µm. (B) Recuento de células TUNEL positivas 

en cada condición de sobreexpresión. Las gráficas representan número de células TUNEL positivas 

respecto la sobreexpresión del plásmido control. Los resultados se representan como media ± s.e.m. y se 

realizó el análisis estadístico t-student.  

2.4 – Helios induce la diferenciación neuronal de los precursores neurales de la 
EGL a expensas de diferenciación astrocitaria  

Tras verificar que la sobreexpresión de Helios no induce muerte apoptótica en 

este ensayo de neurosferas, estudiamos la relación de la bajada de proliferación con 

efectos en la diferenciación neural. La salida de ciclo de los progenitores está 

altamente asociado con la determinación de estirpe neural a la que se diferenciarán 

(McConnell, 1995; Qian y col., 2000; Temple, 2001). Durante el proceso de 

neurogénesis en el giro dentado del hipocampo se han descrito la presencia de dos 

poblaciones de células Nestina positivas dependiendo de su distribución intracelular de 

este filamento intermedio. La población de Nestina tipo I se caracteriza por presentar 

largas prolongaciones de estos filamentos intermedios y se relaciona con un estado 

más temprano durante el proceso de diferenciación (flecha figura 21A). En cambio, las 

células tipo II presentan una Nestina más concentrada alrededor del núcleo (triángulo, 

figura 21A) y se relaciona con un estado más tardío en la diferenciación neuronal 

(Fukuda y col., 2003). Para relacionar la presencia de Helios con el proceso de 

diferenciación neuronal estudiamos las poblaciones de células Nestina positivas que 

existían en nuestro cultivo tras 3DIV de diferenciación de las neurosferas transfectadas. 
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El recuento muestra que la transfección de Helios favorece la formación de Nestina tipo 

II disminuyendo la población de Nestina más inmaduras, Nestina tipo I. Estos 

resultados nos indican que Helios podría estar favoreciendo la diferenciación neuronal 

durante las primeras etapas (figura 21B). 

FIGURA 21: La sobreexpresión de Helios altera el patrón de distribución del filamento intermedio 

Nestina. (A) Fotografía representativa de la inmunocitoquímica de Nestina en neurosferas 

sobreexpresadas y diferenciadas durante 3DIV. Las flechas señalan precursores Nestina tipo I y los 

triángulos  precursores Nestina tipo II. Barra de escala = 30 µm. (B) Cuantificación del número de 

precursores Nestina tipo I y tipo II en cultivos sobreexpresados con GFP o Helios. La sobreexpresión con 

Helios presenta un aumento de células Nestina tipo II acompañado con una disminución de las Nestina tipo 

I. La gráfica representa la media ± s.e.m. de 4-5 cultivos de neurosferas expresado como resultados 

relativos a la transfección control (GFP) considerada ésta como 100%. *p < 0,05.  

 Para terminar de esclarecer la implicación de Helios durante la diferenciación de 

precursores neurales, examinamos las tres poblaciones neurales tras dejar diferenciar 

las neurosferas durante 6 días con el medio apropiado para permitir la diferenciación a 
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cualquier estirpe neural. Tras realizar los recuentos celulares se observa que la 

sobreexpresión de Helios favorece la diferenciación a la estirpe neuronal, 

incrementando el número de células ß-III-tubulinas positivas (figura 22A y 22D). En 

cuanto a las poblaciones gliales, astrocitos y oligodendrocitos, se observa que Helios 

disminuye la población astrocitaria sin afectar la proporción oligondedrocitaria que se 

obtiene en la diferenciación de este tipo de cultivos (figura 22B, 22C y 22D). Además, 

cuando se analiza la colocalización del marcador astrocitario GFAP con la expresión de 

Helios se observa que la expresión de ambos marcadores es excluyente. Es decir, 

ninguna célula sobreexpresada con Helios presenta el marcador GFAP. Con estos 

resultados, podemos concluir que Helios está induciendo la diferenciación neuronal a 

expensas de la población astrocitaria en cultivos de precursores neurales.  
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FIGURA 22: Helios induce la diferenciación neuronal de las neurosferas. (A-C) Fotografías 

representativas de dobles inmunocitoquímicas de cultivos de neurosferas sobreexpresadas utilizando GFP 

y Tuj-III (A), GFAP (B) y O4. (C). Helios colocaliza con el marcador Tuj-III y nunca con GFAP. Las flechas 

blancas señalan colocalización y las vacías señalan marcaje simple. Barra de escala = 60 µm.                 

(D) Cuantificación del número de células positivas para Tuj-III, GFAP y O4 en cultivos de neurosferas 

transfectadas con Helios respecto al control. Los resultados se expresan como media ± s.e.m. de 4-5 

cultivos relativizado a la transfección GFP, considerando ésta como 100%. El análisis estadístico utilizado 

es t-student; *p < 0,05; ***p < 0,001. 
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2.5 – Helios incrementa la población neuronal madura en cultivos primarios 
estriatales 

 La implicación de Helios durante la diferenciación neuronal se estudió utilizando 

los cultivos primarios estriatales debido a la capacidad de este sistema de generar 

neuronas estriatales maduras. Cuando sobreexpresamos el plásmido de Helios en 

estos cultivos observamos que la expresión exógena induce un aumento en el número 

de células ß-III-tubulina y una disminución de células Nestina y GFAP positivas (figura 

23A). Como este tipo de cultivo nos permite conseguir neuronas que expresen 

marcadores maduros como calbindina, DARPP-32 y encefalina, quisimos estudiar 

cómo se modificaban estas tres poblaciones neuronales en presencia de Helios 

exógeno. Tal y como se puede observar en la representación gráfica de los recuentos 

celulares, la presencia de Helios provoca un aumento en el número de este tipo de 

neuronas de proyección (figura 23B, 23C, 23D y 23E).  
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FIGURA 23: Helios induce diferenciación neuronal en cultivos primarios. Cultivos primarios 

sobreexpresados con Helios o el plásmido control se mantuvieron durante 3DIV y se realizaron estudios de 

colocalización. Se muestran fotografías representativas de inmunocitoquímicas dobles de los cultivos 

primarios para GFAP. (A), CB (calbindina; B), DARPP-32 (C) o ENK (encefalina; D) con el marcador GFP. 

Barra de escala = 60 µm. (E) Cuantificación del número de células GFP o Helios positivas que colocalizan 

con los marcadores Nestina, Tuj-III, CB, GFAP, DARPP-32 y ENK. La gráfica muestra el porcentaje de 

células transfectadas para cada marcador respecto al número total de células transfectadas. Los 

resultados se representan como media ± s.e.m. de 4-5 cultivos primarios derivados de la EGL de E14,5. El 

estudio estadístico realizado es el t-student; *p < 0,05; **p 0,005;  

***p < 0,001.  
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 Así pues, los resultados hasta ahora presentados muestran que la presencia 

exógena del factor de transcripción Helios promueve una diferenciación hacia la estirpe 

neuronal en estos sistemas in vitro que simulan la diferenciación de la EGL. 

3 - EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN IKAROS SE EXPRESA EN LAS 
CÉLULAS POSTMITÓTICAS DE LA ZM DE LA EGL

 Otro de los miembros de la familia de Ikaros, miembro fundador de esta familia, 

es la proteína Ikaros. Poco se conoce sobre la implicación de Ikaros durante el 

desarrollo del SNC. Ikaros, además de controlar el desarrollo linfocitario (Georgopoulus 

y col., 1997), controla el desarrollo del sistema neuroendocrino (Ezzat y Asa, 2008) y el 

desarrollo embrionario de la retina (Elliott y col., 2008). Como se ha comentado 

anteriormente, Ikaros activa directamente al promotor de la proteína encefalina (Dobi y 

col., 1997). Además, unos estudios publicados durante el desarrollo de la presente 

tesis demostraban que Ikaros estaba implicado en el desarrollo de las neuronas 

encefalinérgicas provenientes de la EGL (Agoston y col., 2007; Kiehl y col., 2008; Long 

y col., 2009). Con todo esto, quisimos estudiar más detalladamente la implicación de 

Ikaros en el desarrollo embrionario del estriado. 

3.1 – La expresión de Ikaros se limita a la ZM de la EGL durante las etapas 
embrionarias  

El estudio de expresión de Ikaros durante el desarrollo del estriado se estudió 

realizando hibridaciones in situ durante las diferentes etapas del desarrollo. La sonda 

utilizada para tal efecto fue una sonda ARNm que reconoce todas las isoformas 

resultado del procesamiento transcripcional del gen de Ikaros. Así pues, se observa 

que Ikaros está expresado exclusivamente en la ZM de la EGL desde la edad E14,5 

hasta P3 presentando un pico de expresión a E18,5 (figura 24A). El ARNm de Ikaros 

muestra un gradiente de expresión desde la posición dorsomedial a ventrolateral, 

siendo la zona límite entre la ZSV y la ZM la que más expresión de Ikaros presenta 

(figura 24B). Para conocer si la zona de expresión de Ikaros coincidía con la zona de 

proliferación de la EGL, se realizó un estudio de incorporación de BrdU en animales a 

E14,5 y se estudió la relación entre ambos marcadores. A esta edad es cuando más 

células proliferantes presenta la zona germinativa de la EGL y la primera edad donde 

aparece la expresión de Ikaros. Como se observa en la inmunohistoquímica, la zona 

más marcada con BrdU corresponde a ZSV. El área más ventral que no presenta 
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tinción de BrdU corresponde a la ZM. Relacionando la expresión de Ikaros con la de 

BrdU se observa que Ikaros está presente en la ZM donde las células han salido del 

ciclo celular y comienzan el proceso de diferenciación. En cambio, su expresión es 

totalmente ausente en la zona de precursores mitóticamente activos, ZV y ZSV (figura 

24C). Esta distribución proteica nos permite postular que Ikaros puede estar 

involucrado en la diferenciación de los precursores neurales que habitan la ZV y la 

ZSV.  

FIGURA 24: Ikaros se expresa en la zona 
postmitótica ZM durante el desarrollo del núcleo 
estriado. (A) Hibridación in situ de secciones coronales 

de la EGL a las edades de E12,5, E14,5, E16,5 y E18,5. 

Se observa un alto nivel de expresión entre la zona ZSV-

ZM. (B) Inmunohistoquímica de Helios en animales a 

edades embrionarias E14,5, E16,5 y E18,5. La proteína 

Helios presenta un pico de expresión a la edad de 

E18,5. Barra de escala = 600 µm. (C) Doble 

inmunohistoquímica de secciones coronales de animales 

a E14,5 para BrdU e Ikaros. Los animales fueron 

inyectados con BrdU durante 30 minutos. BrdU delimita 

la zona proliferante de la ZSV mientras que Helios se 

expresa únicamente e la ZM. Barra de escala = 150 µm.
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3.2 – Ikaros se expresa en la estirpe neuronal durante el desarrollo estriatal  

 La expresión delimitada de Ikaros en la ZM revela que la presencia de esta 

proteína se encuentra restringida a células neurales postmitóticas. Con tal de estudiar 

la relación de Ikaros con otros marcadores de células postmitóticas, analizamos la 

colocalización de Ikaros en cultivos primarios de la EGL de E14,5. Como se observa en 

las inmunocitoquímicas, Ikaros no se expresa en precursores Nestina positivos o 

astrocitos GFAP. En cambio, la expresión de Ikaros se limita a los precursores ß-III-

tubulina presentes en el cultivo primario (figura 25A, 25B y 25C). 

FIGURA 25: Ikaros se expresa en neuronas postmitóticas inmaduras en cultivos primarios de la 
EGL de E14,5. Dobles inmunocitoquímicas de cultivos primarios diferenciados durante 5DIV. Ikaros no 

colocaliza ni con el marcador de precursores neurales Nestina (A) ni GFAP (B). Las células Ikaros positivas 

expresan el marcador neuronal Tuj-III. Las flechas blancas indican células Ikaros positivas y las flechas 

vacías muestran células negativas para Ikaros. Barra de escala = 30 µm. 
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 La localización de la expresión de Ikaros, en la zona limítrofe entre la ZSV y la 

ZM, y el estudio de colocalización de este factor de transcripción con marcadores 

neuronales, nos sugiere que Ikaros podría estar ejerciendo un papel en los primeros 

estadios del paso de precursores proliferantes a células neuronales diferenciadas que 

residen en la ZM.  
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4 – IKAROS PROMUEVE LA SALIDA DE CICLO CELULAR DE LOS 
PROGENITORES NEURALES  

 Para estudiar la implicación de Ikaros en la salida de ciclo de los precursores 

neurales de la EGL utilizamos el ensayo de neurosferas derivadas de la misma 

estructura. Cuando analizamos la expresión de este factor de transcripción en los 

diferentes estados que presentan las neurosferas, observamos que la expresión de 

ARNm de Ikaros es prácticamente ausente en el estado proliferante. La expresión 

aumenta considerablemente cuando los precursores se los deja diferenciar durante 

6DIV (figura 26). Ikaros se expresa básicamente en células de las neurosferas 

diferenciadas, resultado que correlaciona con los resultados de expresión de la 

proteína en la EGL del ratón.  

4.1 – Ikaros induce una disminución de la tasa de proliferación actuando a nivel 
del inhibidor de ciclinas p21Cip/Waf1  

 La implicación de este factor de transcripción en la proliferación de los 

precursores neurales lo estudiamos sobreexpresando Ikaros en las neurosferas tal y 

como realizamos con el estudio de Helios. Tras la sobreexpresión de Ikaros, 

analizamos la relación de este factor de transcripción con la presencia de células que 

se encontraban en la fase S del ciclo celular, es decir, que habían incorporado BrdU. La 

inmunocitoquímica muestra que ninguna célula trasnfectada con Ikaros se encuentra 

en la fase S (figura 27A). Tras esta observación, estudiamos cómo se modificaba la 

tasa de proliferación de las neurosferas (medida por la incorporación de BrdU) tras la 

sobreexpresión de los plásmidos Ikaros y control. La presencia exógena de este factor 

FIGURA 26: La expresión del ARNm de Ikaros 
aumenta en condiciones de diferenciación.

Análisis de los niveles del ARNm de Ikaros mediante 

RT-PCR en estado proliferante (0DIV) y de 

diferenciación (3DIV y 6DIV). Los resultados se 

representan como la media ± s.e.m. de 4-5 cultivos 

de neurosferas y se representan como el porcentaje 

de ARNm de Ikaros respecto al estado proliferante 

(0DIV). Para el análisis estadístico se ha utilizado el 

test t-student; *p < 0,05; **p < 0,005. 
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de transcripción disminuye la tasa de incorporación de BrdU en las neurosferas (figura 

27B). Para verificar estos resultados, utilizamos las neurosferas procedente de  

animales Ik-/- y estudiamos la tasa de proliferación en estas células. En las células 

procedentes de animales Ik-/- se observó un aumento en la tasa de proliferación 

respecto las células derivadas de un animal Wt (figura 27C). Así pues, Ikaros está 

implicado en el control de la salida de ciclo celular de los precursores neurales.  

FIGURA 27: Ikaros induce la salida de ciclo de los precursores de la EGL. Estudios de proliferación en 

cultivos de neurosferas. (A) Fotografía representativa de la doble inmunocitoquímica de neurosferas 

transfectadas con GFP o Helios. No existe colocalización entre Ikaros y BrdU. Las flechas vacías 

representan células con doble tinción BrdU-GFP y las flechas blancas representan células negativas para 

BrdU. Barra de escala = 50 µm. (B) Cuantificación de células BrdU positivas en cultivos de neurosferas 

transfectadas con GFP o con Ikaros. Los resultados representan el porcentaje de células BrdU positivas 

respecto a las células totales por neurosfera y relativizados a la transfección con GFP considerando ésta 

como el 100%. (C) Cuantificación de la tasa de proliferación de neurosferas obtenidas de la EGL de E14,5 

de animales salvajes (Ik+/+), heterocigotos (Ik+/-) y deficientes de Ikaros (Ik-/-). Las gráficas representan el 

número de células por neurosferas formadas y están relativizados a los animales Ik+/+ como 100%.  

. 
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 Los sistemas más importante en el control proliferativo de los precursores 

neurales son, por una parte la vía de Notch y, por otra, el control de proteínas 

inhibidoras de ciclo celular. En el sistema hematopoyético, Ikaros regula la proliferación 

de los precursores a nivel de ambas vías de señalización (Gómez-Arco y col., 2004; 

Bellavia y col., 2007). Para estudiar el mecanismo de acción de control de ciclo celular 

por parte de Ikaros, se estudió el estado de los niveles de los componentes de la vía de 

Notch y de los inhibidores de ciclinas p21Cip/Waf1 y p27Kip tras la transfección de Ikaros 

en las neurosferas en estado proliferante. Cuando se analiza los niveles de expresión 

génica de diversos miembros de la vía de Notch se observa que la sobreexpresión de 

Ikaros no produce variación de ningún componente (figura 28A). Así pues, a diferencia 

del sistema hematopoyético, en el SNC Ikaros parece no actuar estar regulando el ciclo 

celular a través de los miembros de la vía de señalización de Notch.  

 A continuación se estudió si el control sobre ciclo celular estaba mediado por 

alguna proteína inhibidora de ciclo celular. El análisis de estas proteínas en neurosferas 

transfectadas con Ikaros revela que existe un aumento de los niveles de la proteína 

inhibidora de ciclo celular p21Cip/Waf1. En cambio, la presencia exógena de Ikaros no 

varía los niveles del otro regulador de ciclo como es p27Kip1 (figura 28B). Esto nos hizo 

postular que Ikaros induce la salida del ciclo celular a través de la regulación positiva 

de los niveles proteicos de p21Cip/Waf1. Con la finalidad de verificar esta hipótesis, 

neurosferas obtenidas de animales deficientes de p21Cip/Waf1 se transfectaron con el 

plásmido Ikaros y se estudió la tasa de incorporación de BrdU. Como se puede 

observar, el efecto de disminución de la tasa de incorporación de BrdU que ejerce la 

sobreexpresión de Ikaros desaparece en las neurosferas deficientes de p21Cip/Waf1

(figura 28C). Este resultado nos confirma que el control de la proteína inhibidora de 

ciclo p21Cip/Waf1 es uno de los mecanismos de acción de Ikaros en la inducción de la 

salida de ciclo celular.  



RESULTADOS 

97 

FIGURA 28: Ikaros induce la salida de ciclo de las neurosferas a través de la proteína p21Cip/Waf1. (A) 

Niveles de ARNm medidos por RT-PCR de las proteínas involucradas en la vía de señalización de la vía 

Notch tras la sobreexpresión de las neurosferas con Ikaros o con GFP. Los resultados muestran la media ± 

s.e.m. de 3-4 cultivos transfectados. (B) Western Blot para estudiar las proteínas p21Cip/Waf1 y p27Kip1 en 

neurosferas transfectadas con Ikaros y con GFP. Las gráficas muestran los niveles proteicos relativos 

respecto a GFP, considerando éste como 100%. Se observa un aumento de p21Cip/Waf1 pero no de p27Kip1. 

(C) Neurosferas de animales deficientes para p21Cip/Waf1 (p21Cip/Waf1 -/-) se transfectaron con Ikaros o GFP. 

Se observa una reducción en la tasa de incorporación de BrdU en las neurosferas de animales Wt pero no 

en p21Cip/Waf1 -/-. Los resultados muestran el porcentaje de células BrdU positivas respecto al número de 

células por neurosferas. Se relativiza a GFP, considerando éste como 100%. El análisis estadístico 

utilizado es el t-student; **p < 0,01; ***p < 0,005. 
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4.2 – La disminución de la tasa de incorporación de BrdU viene acompañado por 
un aumento de diferenciación neuronal

 Para estudiar el efecto de Ikaros durante el proceso de diferenciación, 

analizamos la colocalización de la proteína Ikaros expresada de manera exógena en el 

ensayo de neurosferas en condiciones de diferenciación. Tal y como realizamos con el 

estudio de Helios, quisimos estudiar si la sobreexpresión de Ikaros afectaba el proceso 

de diferenciación. En primer lugar analizamos si las células sobreexpresadas con 

Ikaros presentaban marcadores neuronales tales como ß-III-tubulina. La 

inmunocitoquímica muestra que todas las células transfectadas con Ikaros colocalizan 

con el marcador neuronal temprano ß-III-tubulina. En cambio, las células que expresan 

GFP colocalizan mayoritariamente con el marcador neural Nestina (figura 29A) en las 

células de las neurosferas diferenciadas durante 6DIV. Además, la sobreexpresión de 

Ikaros afecta negativamente la expresión del ARNm de GFAP, es decir, se reduce la 

transcripción de este marcador astrocitario (figura 29B). Con estos resultados podemos 

concluir que a nivel de precursores, Ikaros se expresaría en células que han 

abandonado el ciclo celular y empezaría a diferenciarse hacia fenotipos neuronales.  

FIGURA 29: Ikaros induce diferenciación neuronal y 
disminuye la astrocitaria. (A) Fotografía representativa de 

inmunocitoquímicas para Nestina y Tuj-III de neurosferas 

transfectadas con Ikaros o GFP. Se observa que Ikaros siempre 

colocaliza con Tuj-III mientras que GFP lo hace con el marcador 

de precursor neural Nestina. Barra de escala = 30um. (B) 

Expresión de ARNm de GFAP de neurosferas trasnfectadas con 

Ikaros o GFP medido por RT-PCR. Las gráficas expresan los 

niveles relativizados a la transfección con GFP. Se realizaron 4-5 

cultivos y se expresa como media ± s.e.m. El análisis estadístico 

realizado es el t-student; ***p < 0,0001.
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 Tras observar estos resultados sobre la diferenciación de los progenitores hacia 

fenotipos neuronales, nos planteamos estudiar el efecto de la sobreexpresión de Ikaros 

en las células postmitóticas utilizando los cultivos primarios. Como ocurre en el sistema 

de neurosferas, las células de los cultivos primarios transfectadas con Ikaros presentan 

mayor colocalización con marcadores neuronales como ß-III-tubulina y una menor 

coexpresión con marcadores de precursores neurales como Nestina, tal como 

demuestran los recuentos celulares (figura 30A). Además, cuando se estudia el efecto 

la sobreexpresión de Ikaros en las poblaciones neuronales maduras como las 

encefalinérgicas o las calbindinas positivas, los recuentos celulares demuestran que la 

presencia de Ikaros aumenta estas dos poblaciones neuronales (figura 30B).  
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FIGURA 30: Ikaros induce una diferenciación neuronal hacia fenotipos maduros en cultivos 
primarios estriatales. Cultivos primarios de la EGL a E14,5 se transfectaron con Ikaros y GFP. (A) 

Fotografía representativa de inmunocitoquímica para GFP/Nestina/Tuj-III y recuentos celulares. Las células 

Ikaros colocalizan principalmente con el marcador neuronal Tuj-III y no con el marcador neural Nestina. (B) 

Fotografía representativa de inmunocitoquímica para calbindina–GFP. Las células Ikaros positivas 

colocalizan con marcadores de neuronas maduras como calbindina y encefalina. Las flechas blancas 

señalan células con doble tinción para GFP y para el marcador determinado. Las gráficas representan el 

número de células positivas para cada marcador respecto las células transfectadas. Se representa la 

media ± s.e.m. de 4-5 cultivos primarios. El análisis estadístico realizado es t-student; *p < 0,05; **p < 0,01; 

***p < 0,005. Barra de escala = 50 µm. 
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5 – IKAROS ES NECESARIO PARA LA CORRECTA DIFERENCIACIÓN 
NEURONAL  

 Los experimentos realizados in vitro en el ensayo de neurosferas y cultivos 

primarios demuestran que Ikaros presenta un papel importante en la neurogénesis del 

estriado. Para corroborar estos resultados in vivo, caracterizamos el estriado de los 

animales Ik-/-. Cabe indicar que estos animales presentan alteraciones en la hormona 

de crecimiento y apariciones de linfomas (Wang y col., 1996; Ezzat y col., 2006). En 

primer lugar analizamos los volúmenes tanto de la ZM como de la ZSV y del BO en 

animales Ik-/- a E18,5. Debido a las alteraciones que afectan a la hormona de 

crecimiento, y consecuentemente al crecimiento postnatal, los volúmenes se 

relativizaron al volumen total del cerebro para evitar variaciones debidas únicamente al 

cambio de tamaño. La falta de Ikaros produce una reducción significativa en el volumen 

de la ZM tal como se puede observar en las cuantificaciones de volúmenes. Este 

cambio viene acompañado por un aumento en el volumen de la zona germinal (la ZV y 

la ZSV) mientras que el BO, estructura derivada de la EGL dorsal, no muestra 

diferencias entre los dos genotipos (figura 31). Así pues, la ausencia de Ikaros durante 

el desarrollo embrionario de la EGL provoca una disminución del volumen de la ZM 

acompañado por un aumento del volumen de la zona germinal.  

FIGURA 31: Animales deficientes de 

Ikaros (Ik-/-) presentan un volumen de 
estriado reducido acompañado de un 
aumento de la ZSV. Volumen relativo de 

la ZM, zona germinal (ZV y ZSV) y del 

BO de los animales Wt y Ik-/- a E18,5. 

Los resultados están expresados como 

el volumen relativo de cada área 

respecto el volumen total del encéfalo. 

Las gráficas representan la media ± 

s.e.m. de 4-6 animales. El análisis 

estadístico utilizado es t-student;   

*p < 0,05. 
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5.1 – La ausencia de Ikaros afecta principalmente las neuronas nacidas durante la 
segunda oleada de neurogénesis  

 Con la finalidad de estudiar a qué era debida la reducción del volumen en 

animales Ik-/-, procedimos a realizar estudios de nacimiento de precursores neurales a 

diferentes edades embrionarias con la finalidad de estudiar el patrón de génesis de las 

estirpes neurales. Estos experimentos se basan en la administración del análogo de 

timidina, BrdU, a diferentes edades embrionarias (E12,5, E14,5 y E16,5) y posterior 

análisis a E18,5 (esquema en material y métodos). Los precursores que estén 

proliferando en el momento de la administración incorporarán el análogo en su ADN. Si 

continúan proliferando, el análogo se diluirá y no se podrán detectar estas células por 

inmunohistoquimica. En cambio, todas aquellas células que abandonen el ciclo poco 

tiempo después de la administración de BrdU, retendrán el análogo y podrán ser 

detectados por inmunohistoquímica. Así, podemos determinar el número de células 

postmitóticas generadas a cada edad en la que se administra el análogo de timidina. El 

número de células BrdU positivas resultantes de cada edad de inyección se 

cuantificaron delimitando las dos áreas de la EGL: la zona germinativa y la ZM. El 

análisis del número de células que abandonan el ciclo celular a E12,5 y E16,5 no 

muestra ninguna diferencia significativa en el genotipo Ik-/- en ninguna de las dos 

edades analizadas. En cambio, el número de células postmitóticas que se generan en 

E14,5, correspondiente a la segunda oleada de neurogénesis (Mason y col., 2005) y 

que se localizan en la ZM, son menores en los animales Ik-/-. En la zona germinal 

también se observa una tendencia a la disminución neuronal a pesar que no es 

significativa (figura 32). Estos resultados de génesis de células postmitóticas 

demuestran que la falta de Ikaros afecta específicamente a la segunda oleada de 

neurogénesis estriatal.  
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FIGURA 32: Ikaros es crítico para la generación de la segunda oleada de neurogénesis estriatal. 

Estudios de proliferación con pulsos largo de BrdU. Animales gestantes Ik+/- fueron inyectados con BrdU a 

las edades E12,5, E14,5 y E16,5 y se analizaron los embriones Ik-/- a E18,5. Los animales Ik-/- muestran un 

reducción de células postmitóticas generadas en la ZM a E14,5. Los resultados son expresados como 

media ± s.e.m. de recuentos de 3-4 embriones. El análisis estadístico utilizado es el t-student; *p < 0,05. 
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 Esta reducción en el número de células generadas en E14,5 puede ser debida a 

dos acontecimientos: que la ausencia de Ikaros provoque un aumento de células en 

proliferación que no puedan abandonar el ciclo celular o bien que la ausencia de la 

proteína provoque un aumento de la muerte celular. Para abordar la primera hipótesis 

estudiamos cómo estaba la tasa de proliferación de los progenitores de los animales  Ik-

/-. Para tal efecto, administramos BrdU a ratones gestantes en el día 14 de embarazo y 

tras 30 minutos de tratamiento se extrajeron los embriones para su análisis posterior. 

De esta manera, podemos visualizar las células que están proliferando en la edad de la 

administración de BrdU. Los animales Ik-/- presentan un mayor número de las células 

proliferantes en la ZV y la ZSV respecto al animal Wt (figura 33A). Así pues, la 

ausencia de Ikaros provoca que los progenitores que deberían abandonar el ciclo 

celular a E14,5 no abandonen el ciclo y se queden en estado proliferante en la ZSV. La 

disminución de células postmitóticas a E14,5 podría también estar ocasionada por un 

aumento en la muerte celular de los progenitores a esta edad. Para estudiar esta 

hipótesis, realizamos un experimento de detección de muerte apoptótica, TUNEL, en 

encéfalos de animales E18,5, cuando el proceso neurogénico ha terminado. Como se 

observa en la inmunohistoquímica, no se observan diferencias en la muerte celular del 

estriado de los animales Ik+/+ y los Ik-/- (figura 33B). Agrupando los resultados obtenidos 

en estos experimentos de análisis de nacimiento de las células post mitótica podríamos 

concluir que la ausencia de Ikaros impide que los progenitores localizados en la ZSV no 

puedan abandonar el ciclo celular. De esta manera, se genera un aumento de 

progenitores en la ZSV, y, consecuentemente, una reducción de las células 

postmitóticas generadas a la edad de E14,5 que corresponden a células originadas en 

la segunda oleada de neurogénesis. 
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FIGURA 33: La ausencia de Ikaros provoca un aumento de los precursores proliferantes. (A) 

Animales gestantes Ik+/- fueron inyectados con BrdU y los embriones Ik-/- se analizaron 30 minutos tras la 

administración. Fotografía representativa de la inmunohistoquímica contra BrdU en una sección coronal de 

EGL de animales Wt y Ik-/-. Las flechas indican las células proliferantes en la ZSV. El recuento de células 

positivas para BrdU en la ZSV demuestran un incremento de esta densidad celular en animales Ik-/- Las 

gráficas representan la media de 4-5 animales analizados y las barras de error la s.e.m. El análisis 

estadístico utilizado es el t-student; *p < 0,05. (B) Análisis de muerte celular mediante TUNEL en EGL de 

animales Ik-/- a E18,5. Las flechas indican células TUNEL positivas en la ZM pero no en la zona germinal 

(ZG). No existen diferencias entre ambos genotipos. Barra de escala = 150 µm.  
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5.2 – La ausencia de Ikaros afecta selectivamente la población encefalinérgica del 
núcleo estriado en ratones adultos  

 Las alteraciones ocurridas durante el desarrollo embrionario del estriado podrían 

repercutir en la génesis del estriado adulto. Como Ikaros está implicado en el proceso 

de diferenciación de las neuronas generadas a E14,5 y activa el promotor del gen de 

encefalina (Dobi y col., 1997), nos planteamos estudiar cómo se encuentra esta 

población en el encéfalo adulto del animal Ik-/-. Al caracterizar por estereologia el 

encéfalo, observamos que el volumen del hemisferio de los animales deficientes Ik-/- es 

menor comparado a su control (figura 34A). Posteriormente pasamos a caracterizar el 

volumen del núcleo estriado en estos animales. Como era de esperar por los resultados 

obtenidos del análisis durante las edades embrionarias, se observa una reducción 

específica del núcleo estriado (figura 34A). Esta reducción podría estar ocasionada por 

una reducción en el número de neuronas, así que para verificarlo pasamos a estudiar la 

densidad neuronal. En primer lugar observamos que utilizando el marcador neuronal 

maduro NeuN no encontramos diferencias entre los animales Ik-/- y sus controles. 

Cuando se analizan las diferentes poblaciones neuronales que forman el estriado 

adulto, se observa que existe una reducción de neuronas de proyección positivas para 

calbindina y DARPP-32 respecto el control (figura 34B). Así pues, estos resultados nos 

demuestran que la ausencia de Ikaros afecta negativamente a una subpoblación de 

neuronas de proyección. Para estudiar qué subpoblación estaba afectada realizamos 

hibridaciones in situ para detectar encefalina y sustancia P en animales adultos Ik-/-. Las 

cuantificaciones tanto de los niveles de expresión del ARNm como de densidad 

neuronal, revelan una reducción significativa en la población encefalina positiva sin 

afectar la sustancia P (figura 34C). También analizamos si las interneuronas se veían 

afectadas por la ausencia de Ikaros. El recuento de las células positivas para 

paravalbúmina y acetilcolina, que corresponden a interneuronas GABAérgicas y 

colinérgicas respectivamente, muestra que no existen diferencias en el animal Ik-/-

(figura 34D). Todos estos resultados indican que Ikaros está implicado en el control de 

la segunda oleada de neurogénesis afectando principalmente a la subpoblación de las 

neuronas de proyección encefalinérgicas del estriado.  
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FIGURA 34: La ausencia de Ikaros afecta al desarrollo de las neuronas de proyección estriatales 
que expresan encefalina. (A) Fotografía representativa de una inmunohistoquímica de NeuN del estriado 

de animales adultos. Los recuentos celulares muestran que los animales Ik-/- presentan un menor volumen 

estriatal. (B) Fotografía representativa de inmunohistoquímica de DARPP-32 de estriado adulto. La 

densidad de neuronas de la matriz estriatal se obtiene contando el número de neuronas calbindina 

positivas/mm3 en el estriado adulto de animales s Wt y Ik-/-. La densidad de neuronas de proyección 

estriatales fue estudiada contando las células positivas para DARPP32/mm3. (C) Análisis de dos 

poblaciones de neuronas de proyección estriatales: encefalinas y sustancia P. (D) Análisis de la densidad 

de interneuronas Parvalbúminas y Colinérgicas en animales Wt y Ik-/-. Los resultados se expresan como 

media de 6 animales y las barras de error muestran la s.e.m. El test estadístico utilizado es t-student; *p < 

0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001. Barra de escala = 50 µm.  
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5.3 – Ikaros regula la diferenciación neuronal a expensas de la diferenciación 
astrocitaria 

 Algunos de los factores de transcripción que contienen dominios estructurales 

bHLH, como las Ngn, actúan durante el desarrollo embrionario controlando la 

diferenciación de los progenitores de precursores a neuronas o astrocitos (Nieto y col., 

2001). Debido a la reducción específica de neuronas observada en los animales Ik-/-, 

quisimos estudiar cómo se encontraba la gliogénesis en estos animales. Las 

inmunohistoquímicas en animales adultos demuestran que la ausencia de esta proteína 

provoca un aumento de la población astrocitaria caracterizada por la tinción positiva de 

GFAP en la corteza cerebral y en el núcleo estriado (figura 35).  

 La observación de la población astrocitaria en el animal Ik-/- junto con los 

recuentos celulares tras sobreexpresar Helios nos indica que los miembros de la familia 

de Ikaros podrían estar actuando a nivel de la toma de decisión de los progenitores 

para diferenciarse a neuronas o a astrocitos.  

6 – IKAROS Y HELIOS ACTÚAN DE MANERA SECUENCIAL DURANTE EL 
DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA EGL 

 Los resultados hasta ahora presentados, demuestran que los dos miembros de 

la familia Ikaros se expresan durante el desarrollo de la EGL ocupando regiones 

diferentes. Durante el desarrollo del sistema hematopoyético está descrito que Helios 

controla las etapas tempranas de la diferenciación linfocitaria mientras que Ikaros está 

regulando la diferenciación terminal de los linfocitos T (Rebollo y Schmitt., 2003). 

FIGURA 35: La ausencia de Ikaros 
provoca una aberrante diferenciación 

astrocitaria. Fotografía representativa 

de un inmunhistoquímica para GFAP de 

una sección coronal del estriado adulto 

de animales Wt y Ik-/-. Experimento 

realizado en 3-4 animales adultos.  

Bara de escala = 450 µm. 
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Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si existía alguna relación entre las dos proteínas 

de la familia Ikaros durante el desarrollo de la EGL tal y como ocurría durante el 

desarrollo del sistema hematopoyético.  

6.1 – Helios e Ikaros se expresan en diferentes células en la EGL en  el desarrollo 

 El control de la neurogénesis por parte de Helios e Ikaros puede estar 

controlado de manera independiente o estar regulado por actuaciones secuenciales de 

los dos miembros de la familia. Para estudiar este objetivo analizamos la expresión de 

ambas proteínas a lo largo del desarrollo de la EGL. Tal y como se observa a la edad 

de E18,5, en ningún momento del desarrollo estudiado se encuentran células en las 

que colocalicen las dos proteínas Ikaros y Helios (figura 36A). A parte de demostrar 

que no se expresan en las mismas células, quisimos estudiar la relación que los dos 

miembros de la familia mostraban. Así pues, analizamos la presencia de Helios en 

animales Ik-/- y observamos que la ausencia de Ikaros no modifica la expresión de 

Helios (figura 36B). La interpretación de estos resultados nos permite  realizar dos 

postulados: Helios e Ikaros se expresan en vías de señalización independiente o 

ambas proteína se expresan secuencialmente estando separados temporalmente.  
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FIGURA 36: Helios se expresa de manera independiente o upstream de Ikaros. (A) Fotografía 

representativa de la doble inmunohistoquímica Helios-Ikaros en secciones coronales de la EGL de 

animales Wt a la edad de E18,5. Helios se expresa en la ZSV y en la ZM mientras que Ikaros se expresa 

en la ZM. Las flechas señalan las pocas células que presentan colocalización de las proteínas Helios e 

Ikaros (n=4 animales). Barra de escala = 400 µm. (B) Fotografía representativa de la inmunohistoquímica 

para Helios en secciones coronales de la EGL en animales Wt y Ik-/-. La ausencia de Ikaros no afecta a la 

expresión de Helios. (n=4 animales). Barra de escala = 500 µm.  

6.2 – Ikaros es esencial para la neurogénesis inducida por Helios 

 Con la finalidad de esclarecer estas dos interpretaciones, realizamos una serie 

de experimentos in vitro para concluir la relación existente entre ambas proteínas. En 

una primera instancia, analizamos los niveles de ARNm de Ikaros cuando 

sobreexpresábamos Helios en neurosferas en estado proliferante. Como se puede 

observar en las gráficas que representan los resultados de la RT-PCR, la 

sobreexpresión de Helios incrementa los niveles de ARNm de Ikaros. Posteriormente, 

analizamos los niveles del ARNm de Helios en neurosferas sobreexpresadas con 

Ikaros. En estas condiciones, se observa una disminución del ARNm de Helios (figura 
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37A). Según estos experimentos, todo parece indicar que la expresión de Helios es 

necesaria para la posterior expresión de Ikaros. Aún con todo, debemos suponer que 

no existe una regulación secuencial directa ya que no existe colocalización Helios-

Ikaros en la EGL durante todo el desarrollo embrionario.  

 Con la finalidad de seguir estudiando la relación entre los dos miembros de la 

familia de factores de transcripción, pasamos a estudiar el efecto de la sobreexpresión 

de Helios en cultivos primarios derivados de Ik-/-. Como se observa en el recuento de 

precursores neuronales o astrocitarios, la ausencia de Ikaros no permite realizar las 

funciones neurogénicas ni de inhibición astrocitaria observadas con la sobreexpresión 

de Helios (figura 37B).  
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FIGURA 37: Helios requiere la presencia de Ikaros para realizar su función neurogénica. (A) Niveles 

de ARNm mensajeros de Ikaros y Helios en neurosferas transfectadas medido por RT-PCR. La 

sobreexpresión de Helios induce un aumento del ARNm de Ikaros. La sobreexpresión de Ikaros induce una 

disminución del ARNm de Helios. Los resultados representan la media ± s.e.m. de 3-4 cultivos de 

neurosferas y está representado respecto a la transfección control, considerándola 100%. El análisis 

estadístico utilizado es t-student; *p < 0,05. (B) Cuantificación del número de células Tuj-III y GFAP 

positivas tras sobreexpresar Helios en cultivos primarios de la EGL de animales Ik-/- a E14,5. Helios no 

puede ejercer el efecto neurogénico en ausencia de Ikaros. Los resultados representan la media ± s.e.m. 

de 3-4 cultivos y están relativizados a la transfección control, considerándola 100%. El análisis estadístico 

utilizado es el t-student.  

 Estos experimentos in vitro nos permiten postular que la presencia de Ikaros es 

necesaria para que Helios pueda realizar su efecto neurogénico.  
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7 – HELIOS E IKAROS ESTÁN RELACIONADOS CON LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN ESTRIATAL DE LA FAMILIA Dlx PERO NO CON Ebf-1 
  

 El desarrollo embrionario del estriado está controlado por la acción de muchos 

factores de transcripción que permiten un alto grado de regulación. Con la finalidad de 

elucidar qué papel podrían tener los factores de transcripción de la familia Ikaros 

durante el desarrollo de la EGL, quisimos estudiar la relación de estas proteínas con las 

vías descritas que participan en el control del desarrollo del núcleo estriado.  

7.1 – La expresión de Helios e Ikaros está controlada por miembros de la familia 
de factores de transcripción Dlx 

La familia de factores de transcripción Dlx la componen diferentes miembros y 

está involucrada en el control del proceso de neurogénesis estriatal (Anderson y col., 

1997; Yun y col., 2002). Los componentes de esta familia se organizan en pares de 

genes (Dlx1/2, Dlx3/4 y Dlx5/6) de los que únicamente el Dlx3/4 no se expresa en el 

SNC. Los progenitores de la ZV y de la ZSV presentan una alta expresión de las 

proteínas Dlx1/2 mientras que Dlx5/6 se localiza en precursores más maduros 

localizados en la ZSV más próxima al manto y en la ZM de la EGL (Eisenstat y col., 

1999). De estas proteínas, la pareja Dlx1/2 es esencial e imprescindible para la 

correcta generación de la segunda oleada de neurogénesis del estriado (Anderson y 

col., 1997). Debido a la implicación que presenta la familia de factores de transcripción 

Dlx durante la neurogénesis, nos planteamos estudiar la relación de Helios e Ikaros con 

los miembros Dlx1/2 y Dlx5/6.  

 En primer lugar estudiamos cómo se encontraba la expresión tanto de Helios 

como de Ikaros en animales deficientes en el par de factores de transcripción Dlx1/2 

(Dlx1/2-/-). Como se observa en las hibridaciones in situ realizadas en animales Dlx1/2-/-

a la edad de E18,5, desaparece la expresión del ARNm tanto de Helios como de Ikaros 

en la EGL (figura 38A y 38B). A continuación estudiamos si otros factores de 

transcripción implicados en la diferenciación neuronal del núcleo estriado se 

encontraban alterados en estos animales Dlx1/2-/-. Estudiamos la expresión del factor 

de transcripción Ebf-1 el cual interviene en la generación de las neuronas de 

proyección tempranas sustancia P positivas del núcleo estriado (Garel y col., 1999: 

Lobo y col., 2006; Lobo y col., 2008). Como se observa en la microfotografía, Ebf1 

continúa expresándose en el encéfalo de los animales deficientes de Dlx1/2 (figura 

38C). La expresión de Ebf-1 en la EGL de los animales Dlx1/2-/- , junto con el 

mantenimiento de la expresión de Helios en la corteza cingulada e insular, nos confirma 
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que la alteración en los factores Dlx1/2 afecta a la vía de diferenciación neuronal 

controlada por la familia Ikaros. Con todo, podemos concluir que la expresión tanto de 

Helios como de Ikaros transcurre posteriormente a la expresión de Dlx1/2 durante el 

desarrollo embrionario. Es necesaria la actividad de Dlx1/2 para la correcta expresión 

de los miembros de la familia de Ikaros. 

.  

FIGURA 38: La ausencia de Dlx2 altera la 
distribución de Helios e Ikaros pero no de Ebf-1. 

Fotos representativa de la hibridación in situ de 

Ikaros (A), Helios (B) y Ebf-1 (C) en animales 

deficientes para Dlx1/2 (Dlx1/2-/-) a la edad de 

E18,5. No existe expresión de ARNm de Ikaros ni 

Helios en la ZM de los animales Dlx1/2-/- (ZM*); en 

cambio, la expresión de Helios se mantiene en la 

corteza prefrontal. El ARNm de Ebf-1 no se 

encuentra alterado en los animales Dlx1/2-/-.
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7.2 – La expresión de Helios e Ikaros no modifica la expresión de los factores de 
transcripción Dlx1/2 

 En un segundo lugar, quisimos estudiar si los factores de transcripción de la 

familia Ikaros regulaban la expresión de los miembros Dlx1/2. Para llevar a cabo este 

objetivo realizamos dos aproximaciones experimentales in vitro. La relación entre 

Helios y Dlx2 fue estudiada analizando los niveles del ARNm tras la sobreexpresión de 

Helios en neurosferas en estado proliferante. Las neurosferas sobreexpresadas con 

Helios no modifican la expresión del ARNm de la proteína Dlx2 respecto a las 

transfectadas con el plásmido control (figura 39A). Así pues, al menos en experimentos 

in vitro, parece que Helios no altere los niveles de Dlx2. En cuanto al estudio de la 

relación de Ikaros con Dlx2 y Dlx5 la analizamos estudiando la expresión de la proteína 

Dlx2 y Dlx5 en animales Ik-/-. Como se puede observar en las hibridaciones in situ

realizadas a dos edades diferentes del desarrollo de la EGL de los animales Ik-/-, no 

existe ninguna anormalidad de expresión de Dlx2 y Dlx5 (figura 39B).  

FIGURA 39: Helios e Ikaros no modifican la expresión de la familia Dlx. (A) Niveles de ARN, de Dlx2 

medidos por RT-PCR en neurosferas sobreexpresadas con Helios y GFP. La sobreexpresión de Helios no 

modifica los niveles de ARNm de Dlx2 en las neurosferas. Los resultados representan la media ± s.e.m. de 

4-5 cultivos de neurosferas relativizados al GFP. El análisis estadístico utilizado es t-student. (B) 

Hibridación in situ de Dlx2 y Dlx5 en animales Wt y IK-/- a las edades E15,5 y E18,5. No se observa 

ninguna diferencia entre ambos genotipos. Barra de escala = 500 µm.  

Todos estos resultados nos permiten concluir que los factores Dlx1/2 y los miembros de 

la familia Ikaros se expresan en la misma cascada de diferenciación. Sería necesaria la 

presencia de Dlx1/2 para la correcta expresión de Helios e Ikaros. 
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7.3 – Helios e Ikaros muestran una diferente relación con la proteína Dlx5/6 

 La expresión de Dlx1/2 activa la expresión de los otros miembros de la familia, 

Dlx5/6. Como hemos observado que tanto Helios como Ikaros se expresan en el linaje 

celular que expresa Dlx1/2, quisimos estudiar si existía alguna relación de los 

miembros de la familia Ikaros con la proteína Dlx5/6. Para tal efecto, analizamos la 

expresión de Helios e Ikaros en secciones coronales de la EGL de los animales  

transgénicos Dlx5/6-cre-IRES-EGFP. En estos animales, los precursores que hayan 

expresado las proteínas Dlx5/6 expresarán GFP de manera permanente, lo cual 

permite el seguimiento de las neuronas que provienen de los precursores Dlx5/6 

positivos. El análisis de las dobles inmunohistoquímicas revelan que Helios no se 

expresa en las células Dlx5/6 positivas mientras el 100% de las células positivas para 

Dlx5/6 son Ikaros positivas (figura 40). Estos resultados nos indican que mientras 

Helios está expresado de manera independiente o es anterior a la expresión de Dlx5/6, 

la expresión de Ikaros se realiza en los progenitores que han expresado Dlx5/6 durante 

el desarrollo embrionario.  

 Recapitulando todos los resultados anteriores, podemos establecer una 

correlación entre las dos proteínas Helios e Ikaros y la otra vía de señalización 

neurogénica, la familia Dlx. Durante el desarrollo embrionario Helios e Ikaros están 

controlados por la expresión de Dlx1/2. A medida que se avanza en la cascada de 

FIGURA 40: Helios se expresa 
upstream o independientemente a 

Dlx5/6 mientras que Ikaros se 
expresa downstream de Dlx5/6. Foto 

representativa de inmunohistoquímicas 

dobles Helios-GFP y Ikaros-GFP en 

animales transgénicos Dlx5/6-IRES-

GFP a la edad de E18,5. Helios no se 

expresa en la mayoría de células 

Dlx5/6 positivas mientras que Ikaros se 

expresa en todas la células Dlx5/6 

positivas. Barra de escala = 100 µm. 
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señalización, algunos progenitores Dlx5/6 positivos expresarán la proteína Ikaros. Sin 

embargo la relación de Helios con Dlx5/6 no parece estar tan clara. Los resultados que 

presentamos nos permiten postular que la expresión de Helios es independiente a la de 

Dlx5/6, o bien, que Helios se expresara río arriba de Dlx5/6.  

7.4 – Helios e Ikaros no están implicados en la diferenciación de neuronas 
controlada por Ebf-1 

 Y por último, para terminar de estudiar la relación que establecía Helios e Ikaros 

con los factores de transcripción involucrados en la diferenciación del núcleo estriado, 

pasamos a estudiar qué relación presentaban los miembros de la familia Ikaros con la 

proteína Ebf-1. Cuando analizamos la expresión de Helios e Ikaros en animales 

deficientes de Ebf-1-/- observamos que ni la expresión de Helios ni la de Ikaros se 

encuentra modificada en los animales Ebf-1-/- (figura 41-). Este resultado, junto la 

ausencia de afectación de este factor de transcripción en animales Dlx1/2-/-, nos 

permite postular que Ebf-1 conforma una vía de diferenciación neuronal diferente a la 

establecida por las proteínas de la familia de Dlx y la de Ikaros.  

FIGURA 41: Helios e Ikaros no se 
encuentran alterados por la ausencia 
de Ebf-1. Fotos representativas de 

inmunohistoquímicas para Helios e 

Ikaros en animales Wt y deficientes para 

Ebf-1 (Ebf-1-/-) a la edad de E18,5. Ni 

Helios ni Ikaros alteran su expresión en 

los animales Ebf-1-/-. Animales n=3.  

Barra de escala = 500 µm. 





V. DISCUSIÓN





DISCUSIÓN 

121 

 En el desarrollo de esta tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio de dos 

factores de transcripción involucrados en el desarrollo del estriado, más concretamente 

las proteínas pertenecientes a la familia Ikaros: Helios e Ikaros. Como ocurre con 

muchas otras proteínas implicadas en embriogénesis del cerebro, estos dos factores de 

transcripción habían sido ampliamente estudiados en el sistema hematopoyético pero 

poco se conocía sobre su función en el SNC. En primer lugar, se quiso estudiar la 

distribución tanto temporal como espacial de ambos factores de transcripción durante la 

génesis del núcleo estriado. Posteriormente, se estudió su funcionalidad en sistemas in 

vitro para poder así conocer qué papel se les podría atribuir durante el desarrollo 

embrionario de la EGL. Por último, debido a que la génesis de un sistema está 

regulada por un compendio de factores de transcripción que actúan de manera regular 

y secuencial, se estudió qué posición ocupaban los dos factores dentro de los procesos 

de diferenciación ya establecidos. Los resultados mostrados corroboran que tanto 

Helios como Ikaros se expresan específicamente durante el desarrollo embrionario del  

núcleo estriado y que están implicados directamente en potenciar la formación de 

neuronas de proyección. 

 Tal y como quedará reflejado en la discusión, y de acuerdo con los resultados 

presentados anteriormente, podemos concluir que (1) la localización de los factores de 

transcripción durante el desarrollo embrionario nos da información sobre la 

funcionalidad que tienen durante la embriogénesis; (2) la correcta neurogénesis está 

acompañada por un control exhaustivo del ciclo celular y de la diferenciación 

astrocitaria; (3) los factores de transcripción actúan dentro de un gran puzzle en el que 

se encaben diferentes proteínas, unas conocidos y otras que quedan por conocer. 

 Teniendo en cuenta todos nuestros resultados y la información que hasta día de 

hoy existe sobre la diferenciación de la EGL, se pretende completar el modelo de 

diferenciación neuronal del núcleo estriado con nuevas proteínas. El esclarecimiento 

del engranaje proteico involucrado en el desarrollo del estriado facilitará la comprensión 

del proceso en global. Tras adquirir este conocimiento, resultará más factible la 

diferenciación de células madre hacia el linaje deseado y su posible aplicación 

terapéutica.  
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1 – HELIOS E IKAROS SE EXPRESAN EN UNA SUBPOBLACIÓN DE 
PRECURSORES NEURALES

 La acción secuencial de los factores de transcripción que controlan la 

diferenciación estriatal es necesaria para asegurar un proceso correcto de 

embriogénesis (Anderson y col., 1997; Wang y Liu, 2001). La distribución espacial y 

temporal de cada proteína está altamente ligada con la función que cada una de ellas 

ejerce durante el proceso de desarrollo. Nuestros resultados demuestran que los dos 

miembros de la familia Ikaros presentan un patrón de expresión diferente durante el 

desarrollo de la EGL. De acuerdo con la primera descripción de Helios durante el 

desarrollo embrionario (Kelley y col., 1998), nuestro trabajo describe la expresión de la 

proteína en diferentes áreas neurogénicas del cerebro. En la EGL, Helios se expresa 

en la zona ocupada tanto por progenitores neurales en estado proliferante, ZSV, como 

en células postmitóticas localizadas en la ZM. Respecto el otro miembro de la familia, 

de manera coincidente con lo que se había observado anteriormente (Agoston y col., 

2007; Tucker y col., 2008), Ikaros presenta una expresión delimitada en la zona de 

unión entre la ZSV y ZM de la EGL. Ikaros se expresa en un área habitada 

exclusivamente por precursores postmitóticos que durante estas etapas embrionarias 

generarán la gran diversidad de neuronas de proyección estriatales (Toresson y 

Campbell, 2001). La expresión específica en diferentes áreas de la EGL nos induce a 

pensar que cada proteína puede tener un papel en diferentes etapas de la 

neurogénesis del estriado. De hecho, durante la diferenciación de linfocitos B, sistema 

donde las proteínas de la familia Ikaros han estado ampliamente caracterizadas, Helios 

e Ikaros actúan secuencialmente para conseguir una correcta especificación y 

maduración de estas células hematopoyéticas (Georgopolus y col., 1997). Helios se 

expresa en progenitores hematopoyéticos tempranos (Kelley y col., 1998) mientras que 

Ikaros actúa en etapas más tardías con el objetivo de determinar la diferenciación 

terminal de los linfocitos B (Kirstetter y col., 2002; Busslinger y col., 2004). La actuación 

secuencial observada en el desarrollo del sistema hematopoyético nos permitió 

postular que Helios e Ikaros podrían establecer una relación semejante durante de la 

diferenciación del núcleo estriado. Los estudios en Drosophila melanogaster

demuestran que el gen ortólogo de Helios, el gen Hunckback, confiere a los 

progenitores una identidad de neuroblastos en etapas tempranas del desarrollo neural 

(Perason y Doe, 2003; Cleary y Doe, 2006; Tran y col., 2010). En roedores, la relación 

de Helios con marcadores de precursores neurales como Nestina nos permite postular 

que esta proteína se expresa en procesos iniciales de diferenciación de los 

progenitores neuronales. Así pues, en el desarrollo de la EGL Helios podría estar 



DISCUSIÓN 

123 

actuando en las etapas tempranas de diferenciación tal como ocurre en el sistema 

hematopoyético.  

 Por otra parte, Ikaros se localiza en la ZM donde residen progenitores más 

maduros que han abandonado el ciclo celular. Además, nuestros experimentos in vitro

demuestran que Ikaros se expresa en células positivas para el marcador ß-III-tubulina, 

específico de neuroblastos que se encuentran en la última división celular o acaban de 

abandonar el ciclo celular (Lee y col., 1990). La relación de Ikaros con un marcador 

más maduro, su localización en la ZM y la función que esta proteína realiza en el 

sistema hematopoyético nos sugiere que Ikaros actúa en los estados más avanzados 

del proceso de diferenciación.  

 Sin embargo, no todos los precursores neurales de la EGL expresan Helios o 

Ikaros, tal y como se observa en los experimentos de localización de estos factores de 

transcripción. La expresión limitada a unos progenitores específicos nos permite 

postular que estos factores de transcripción actúan en una pequeña población de 

precursores. La diferenciación de los tipos neuronales existentes en el núcleo estriado 

adulto viene controlada por la expresión de diferentes factores de transcripción. Con tal 

de estudiar qué tipo de células generaban los progenitores que expresan Helios e 

Ikaros, pasamos a estudiar la funcionalidad en sistemas in vitro. 

2 – HELIOS E IKAROS ACTÚAN REGULANDO DIFERENTES ETAPAS DE 
LA DIFERENCIACIÓN DE LOS PRECURSORES NEURALES 

 La diferenciación neuronal está controlado por una gran cantidad de factores de 

transcripción que actúan en los diferentes pasos del proceso: regulan el estado de 

proliferación, controlan las etapas de especificación de linaje y actúan a nivel de la 

diferenciación terminal (Nguyen y col., 2006). Los estudios realizados en la corteza 

cerebral demuestran que una misma familia de factores de transcripción pueden 

regular el proceso de diferenciación de los progenitores en diferentes etapas. Es el 

caso de la familia de factores de transcripción bHLH. El mantenimiento del estado de 

progenitor de los precursores por parte de la familia Hes, miembro de bHLH, lo 

consigue actuando a dos niveles: inhibiendo genes de diferenciación neuronal y 

activando antagonistas de las proteínas proneurales. Sin embargo, las proteínas bHLH 

proneurales (Mash1, Ngn1 y Ngn2) coordinan la transición del estado proliferante a 

estado de diferenciación neurogénica inhibiendo la actividad de Hes (Ross y col., 

2003). En nuestros resultados, la sobreexpresión de Helios y de Ikaros provoca efectos 

tanto en el control de la proliferación como en el proceso de diferenciación de los 



DISCUSIÓN 

124 

progenitores neurales. Asumiendo que el desarrollo del núcleo estriado es análogo al 

de la corteza, podríamos pensar que los miembros de la familia Ikaros actuarían a nivel 

de diferentes etapas de la diferenciación neuronal.  

2.1 – La salida de ciclo inducida por Ikaros la realiza mediante el control de las 
proteínas inhibidoras de ciclinas 

  

 El proceso de diferenciación neural está altamente relacionado con el control de 

la proliferación de los progenitores. Una reducción en la tasa de proliferación está 

asociada con un incremento en la diferenciación de los precursores (Edlund y Jessell, 

1999). La distribución de progenitores que expresan Helios en la ZSV y ZM y células 

que expresan Ikaros únicamente en la ZM parece indicar que los miembros de la 

familia Ikaros están controlando alguna etapa de la proliferación de los precursores. 

Junto a estos resultados in vivo, en el ensayo de neurosferas observamos que mientras 

Helios presenta mayor expresión de ARNm en el estado proliferante de los 

progenitores, la expresión de Ikaros aumenta durante la diferenciación celular. La 

expresión de las dos proteínas en los diferentes estadios de la diferenciación de los 

progenitores correlaciona con la expresión restringida a zonas específicas en los cortes 

histológicos de EGL. En los cultivos celulares, la presencia forzada de ambos factores, 

Helios e Ikaros, reduce el número de células progenitoras en estado proliferante, 

mientras la ausencia de Ikaros aumenta el número de células que se encuentran en 

este estado. Junto a nuestros resultados, la observación que Ikaros colocaliza con 

células BrdU positivas de la EGL tras un tratamiento de 18 horas de inyección (Agoston 

y col., 2007) nos permite concluir que los miembros de esta familia regulan la salida de 

ciclo celular de los precursores. De manera similar en otros sistemas como el 

hematopoyético, los miembros de la familia Ikaros actúan facilitando la salida de ciclo 

celular de los progenitores (Kopially y col., 1999). 

 La proliferación de los precursores está controlada por diferentes vías de 

señalización siendo la más importante la vía de Notch (Gaiano y Fishell, 2002; Corbin y 

col., 2008) y el control de las proteínas ciclinas mediante sus inhibidores (Morgan, 

1997;  Satyanarayana y Kaldi, 2009). Así pues, los miembros de la familia Ikaros 

podrían inducir la salida de ciclo regulando alguno de estos dos procesos. En el 

sistema hematopoyético, Ikaros controla el estado proliferante de los precursores, entre 

otras vías, actuando a nivel de los miembros de la familia Notch (Bellavia y col., 2007; 

Demarest y Capobianco, 2008). Sin embargo, nuestros resultados en la EGL 

demuestran que los miembros de la familia Notch, Notch1 y Notch3, no varían tras la 
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expresión forzada de Ikaros. En el caso de Helios, todo parece indicar que tampoco 

utilizaría la vía de Notch para inhibir el ciclo celular de los progenitores. Podemos 

concluir que Helios e Ikaros controlan la proliferación de diferente manera según el 

sistema donde se expresen y ejerzan su función. 

 La otra vía implicada en el control de la proliferación de las células progenitoras 

es la compuesta por las ciclinas y los inhibidores de las mismas. En el desarrollo de los 

linfocitos B, Ikaros-1 induce la salida de ciclo celular variando los niveles de las ciclinas 

(Ma y col., 2010) y de sus inhibidores como p27Kip1 (Kathrein y col., 2005). En la 

sobreexpresión de Ikaros en los precursores de la EGL no se observa una variación en 

los niveles de p27Kip1, en cambio, se observa una regulación positiva de los niveles de 

proteína del inhibidor de ciclinas p21Cip1/Waf1. Tal y como ocurre con el mecanismo de 

acción de Ikaros, estudios preliminares del laboratorio indican que la sobreexpresión de 

Helios regularía de manera similar en el control de la expresión de estas proteínas 

inhibidoras de ciclo (resultados preliminares). Durante la embriogénesis, tanto de 

p27kip1 como de p21Cip/Waf1 tienen un papel fundamental en el mantenimiento de estado 

progenitor de las células madre neurales (van Lookeren y Gill, 1998; Doetsch y col., 

2002; Kippin y col., 2005). La regulación específica de la proteína inhibidora de ciclo 

p21Cip1/Waf1 está respaldada por el hecho que el promotor de esta proteína presenta un 

sitio de unión específico para la proteína Ikaros (TFDEARCH program, version 1.3; 

1995 Yutaka Akiyama, Kyoto University). Además, en ausencia de p21Cip1/Waf1 la 

sobreexpresión de Ikaros no induce la salida de ciclo celular observado en células Wt. 

Todo parece indicar que el control de la proliferación por parte de Ikaros sería 

regulando los niveles del inhibidor de ciclina p21Cip1/Waf1 y no modificando la vía de 

Notch.  

 Resumiendo brevemente el mecanismo de acción de Ikaros en la proliferación 

de los progenitores, concluimos que este factor de transcripción facilita la salida de 

ciclo celular aumentando los niveles de la proteína inhibidora de ciclinas p21Cip1/Waf1 que 

actúa en la fase G1 retrasando o bloqueando la progresión del ciclo celular hacia la 

fase S (Sherr y Roberts, 1999).  
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2.2 – Helios e Ikaros favorecen la diferenciación neuronal inhibiendo la 
astrocitaria en el desarrollo de la EGL 

 La salida de ciclo celular por parte de las células madre neuronales viene 

determinado por el control ejercido por los diferentes mecanismos anteriormente 

citados en la fase G1 del ciclo (Zetterberg y col., 1995; Edlund y Jessell, 1999; 

Pechnick y col., 2008). Tras esta decisión de abandono del estado proliferante, los 

precursores lejos de quedarse en estado de quiescencia, se someten a diferentes 

señales que orquestarán el complejo proceso de determinación de estirpe y 

diferenciación terminal. Al sobreexpresar Helios e Ikaros, tanto en ensayos de 

neurosferas como en cultivos primarios, se observa se incrementa la población 

neuronal.  

 Durante el proceso de diferenciación, los progenitores adquieren diferentes 

estados intermedios, CPI, que por la actuación de diferentes factores adquirirán las 

características maduras definitivas. Se ha descrito que la neurogénesis adulta del 

hipocampo se caracteriza por la formación de dos tipos de células madre neurales 

dependiendo de la distribución del neurofilamento Nestina. Así pues, los progenitores 

tipo I son los precursores neuronales inmaduros mientras los tipos II se consideran que 

son neuroblastos maduros que finalmente darán lugar a las neuronas (Fukuda y col., 

2003; Steiner y col., 2006). Al analizar que la sobreexpresión de Helios no varía la 

población Nestina positiva en los cultivos de neurosferas, observamos que Helios 

facilita la conversión hacia el estado Nestina tipo II de diferenciación, el estado más 

maduro. Este cambio en la distribución de poblaciones genera un aumento de las 

células postmitóticas ß-III-Tubulina positivas. Sin embargo, la sobreexpresión de Ikaros 

no colocalizaba con el marcador Nestina en este sistema de precursores neurales. Así 

pues, analizando estos resultados, postulamos que mientras que Helios facilita la 

diferenciación hacia la estirpe neuronal actuando sobre progenitores inmaduros, Ikaros 

incrementa la población neuronal en etapas posteriores (figura 42).  
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Figura 42: Esquema propuesto para explicar el efecto de Helios e Ikaros durante la diferenciación 
de los precursores neurales. Según nuestros resultados Helios inducirían una diferenciación hacia 

neuronas inmaduras (flecha azul) mientras que Ikaros facilitaría la diferenciación hacia neuronas 

encefalinas positivas (ENK+; flecha verde). La estirpe astrocitaria se vería afectada negativamente tanto 

por Helios como por Ikaros en las primeras etapas de determinación (flecha roja). En cambio, la estirpe 

oligodendrocitaria no se vería afectada. 

 Durante el proceso de génesis del estriado, las diferentes estirpes neurales 

(neuronas, astrocitos y oligodendrocitos) se originan a partir de las mismas células 

progenitoras (Guillemot, 2007). Existen diferentes proteínas o factores exógenos que 

facilitan la diferenciación hacia un tipo de célula madura y, consecuentemente, originan 

una alteración en la generación de los otros tipos celulares. En el caso de las proteínas 

como Mash1 y Ngn2, su presencia induce la generación de características neuronales 

en detrimento de la diferenciación astrocitaria (Kageyama y col., 2005). Helios e Ikaros 

podrían actuar de la misma manera que lo hacen estos miembros de la familia bHLH, 

actuando como interruptor que controla por qué vía deben diferenciarse los 

progenitores (Vetter y Brown, 2001). Por una parte, estos factores pueden actuar 

directamente sobre promotores de genes implicados en la diferenciación terminal de 

neuronas. El factor de transcripción Ikaros se une específicamente a los elementos 

reguladores del gen de la encefalina con tal de regular la diferenciación de este tipo 

neuronal (Dobi y col., 1997). Por otra parte, la inhibición astrocitaria está controlada por 
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la regulación de la principal vía de diferenciación de astrocitos, la vía JAK/STAT3 

(Fukuda y Taga, 2005). En el sistema hematopoyético, determinadas isoformas de 

Ikaros provocan la aparición de linfomas desregulando la vía JAK/STAT (Kano y col., 

2008; Tefferi, 2010). En el SNC, la ausencia de Ikaros provoca una aberrante 

diferenciación astrocitaria en ratones adultos. Aunque en el desarrollo del estriado 

todas estas cuestiones tienen que ser estudiadas más ampliamente, todo parece 

indicar que la familia de Ikaros regularía la diferenciación estriatal actuando tanto en la 

vía de diferenciación neuronal como en la astrocitaria. La cuestión que queda por 

esclarecer es si los miembros de la familia Ikaros actúan simultáneamente regulando 

los dos procesos de diferenciación o si, en cambio, los resultados observados en la 

población astrocitaria es consecuencia del incremento de la población neuronal.  

2.3 – Ikaros promueve la correcta diferenciación neuronal de la segunda oleada 
de neurogénesis

 Los precursores neurales de la EGL pueden formar neuronas encefalinérgicas o 

sustancia P positivas que formarán la matriz del núcleo estriado adulto (van der Kooy y 

Fishell, 1987). Nuestros resultados demuestran que Ikaros es esencial para la génesis 

de las neuronas nacidas en la segunda oleada de neurogénesis. Además, el análisis de 

los animales adultos deficientes para Ikaros presentan una reducción significativa en el 

número de neuronas de proyección, principalmente, las neuronas encefalinérgicas. 

Nuestros resultados coincidían con trabajos previos donde se había descrito que Ikaros 

participa en la diferenciación de las neuronas encefalinérgicas actuando a nivel del 

promotor (Dobi y col., 1997; Agoston y col., 2007). Otros factores de transcripción como 

MNR2 o Math1 actúan promoviendo diferentes estirpes neuronales en diferentes áreas 

del SNC (Tanabe y col., 1998; Canzoniere y col., 2004). Pero Ikaros no sólo actúa a 

nivel del promotor de la encefalina, sino que también favorece la diferenciación hacia la 

estirpe neuronal. El hecho que la sobreexpresión de Ikaros en cultivos primarios 

induzca una mayor de diferenciación tanto de neuronas encefelinérgicas como 

calbindinas positivas nos corrobora esta hipótesis. Pero esta inducción de neuronas de 

proyección encefalinas positivas únicamente se observa en los estudios realizados en 

el desarrollo del estriado. La sobreexpresión de Ikaros en progenitores derivados del 

cerebelo induce un aumento de expresión del ARNm de Encefelina pero no se observa 

un aumento de neuronas maduras encefalinas positivas (dato no mostrado). Este 

resultado nos demuestra que dependiendo en qué contexto actúe Ikaros, realizará una 

función u otra.  
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 El análisis de los animales adultos deficientes para la proteína Ikaros demuestra 

que dentro de la población neuronal encefalinérgica debe existir una subpoblación para 

la cual sea necesaria la presencia de Ikaros. Tal y como demuestran nuestros 

resultados y Agoston y col (2007), la ausencia de Ikaros no afecta a la totalidad de las 

neuronas encefalinas positivas, únicamente un porcentaje. Así pues, otros factores de 

transcripción estarán participando en el control de la correcta generación de las 

neuronas de proyección estriatales encefalina positivas. El análisis de otro modelo 

animal transgénico el cual sobreexpresa una isoforma aberrante de Ikaros que permite 

actuar como dominante negativo de la familia Ikaros revela una mayor reducción de 

neuronas encefalinas positivas (Agoston y col., 2007). Así pues, podríamos postular 

que este animal presentaría una alteración de otros miembros de la familia Ikaros. 

Como ya se ha mostrado en esta tesis, Helios se expresa en la EGL en desarrollo. 

Además, en el sistema hematopoyético existen mecanismos compensatorios entre 

Helios e Ikaros (Zhang y col., 2007). A pesar que estas evidencias podrían explicar la 

afectación selectiva de la población encefalinérgica en los animales deficientes para 

Ikaros, nuestros resultados muestran que Helios e Ikaros se expresan en diferentes 

células. Además, en el desarrollo de la EGL no existe ningún tipo de mecanismo 

compensatorio ya que la expresión de Helios es similar en los animales deficientes de 

Ikaros y los controles. Así pues, la selectividad de afectación de la población 

encefalinérgica podría ser debida a alteraciones en otros factores involucrados en la 

diferenciación de las neuronas encefalinas positivas (Agoston y Dobi, 2000).  

3 – HELIOS E IKAROS ACTÚAN SECUENCIALMENTE PARA PROMOVER 
LA DIFERENCIACIÓN NEURONAL EN EL DESARROLLO DE LA EGL 

 Helios e Ikaros regulan los genes dianas realizando un control transcripcional de 

los mismos. Existen dos mecanismos de acción para realizar el control de la expresión 

génica: la unión directa sobre promotor del gen específico (como la actuación a nivel 

del gen de la encefalina mencionado anteriormente) o la regulación a nivel de la 

remodelación de la cromatina (Kim y col., 1999; Koipally y col., 1999).  

 La dimerización de moléculas es un requisito previo y necesario para la correcta 

actuación de todos los miembros de la familia Ikaros (Sun y col., 1996). La formación 

de complejos homo o heteroméricos por parte de los miembros de la familia permite un 

exhaustivo control transcripcional en los linajes hematopoyéticos (Kelley y col., 1998). 

Sin embargo, a lo largo de desarrollo de la EGL, no encontramos ninguna célula Helios 
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positiva que coexprese Ikaros. Este resultado nos sugiere que en el SNC las dos 

proteínas no heterodimerizan para realizar la acción sobre el control transcripcional. Sin 

embargo, sí que encontramos una relación de expresión entre Helios e Ikaros en el 

desarrollo de la EGL. Los resultados de expresión génica corroboran que Helios induce 

la expresión de Ikaros, el cual a su vez, inhibe la de Helios mostrando un bucle de 

regulación negativa. Con todos estos resultados, podemos postular que, a diferencia de 

la heterodimerización necesaria en el sistema hematopoyético (Hahm y col., 1998), en 

el desarrollo de la EGL se formarían homodímeros de Helios e Ikaros con el objetivo de 

realizar su función de regulación transcripcional. Además, estos experimentos 

demuestran que existe una relación entre los miembros de la familia de factores de 

transcripción de Ikaros. La expresión de Helios precedería a la expresión de Ikaros 

durante el desarrollo de la EGL. Corroborando esta hipótesis, Helios presenta una 

expresión en la ZSV y en la ZM mientras que Ikaros está totalmente restringido a la ZM. 

De manera similar a los resultados observados con la sobreexpresión de Ikaros, la 

sobreexpresión de Helios en cultivos primarios induce la diferenciación terminal hacia 

neuronas encefalinas positivas. Junto a todos estos resultados observamos que la 

sobreexpresión de Helios en cultivos primarios procedentes de animales deficientes de 

Ikaros es incapaz de modificar la población neuronal encefalina positiva. Con todo esto, 

podemos postular que Ikaros debe estar presente para que Helios pueda realizar su 

función neurogénica.  

 Los genes proneurales descritos actualmente que actúan durante el desarrollo 

embrionario de la EGL forman parte de una misma familia de factores de transcripción, 

la familia bHLH. Los miembros de esta familia confieren a los progenitores las 

características neuronales genéricas. Y, además, una identidades de subpoblación 

específica apropiada a la localización y temporalidad en la que se encuentren los 

progenitores en el momento de expresión de estas proteínas (Bertrand y col., 2002). 

Analizando los resultados obtenidos en los estudios con Helios e Ikaros, sería plausible 

proponer la familia de factores de transcripción Ikaros como inductores del linaje 

neuronal. Helios e Ikaros actúan de manera coordinada para inducir una diferenciación 

neuronal durante el desarrollo embrionario de la EGL.  
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4 – LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA IKAROS PARTICIPAN EN EL 
CONTROL DEL PATRÓN DE DIFERENCIACIÓN DE LA EGL  

 Los miembros de la familia de Ikaros han estado implicados en el control de la 

diferenciación de los precursores de diferentes sistemas tales como el hematopoyético 

(Nutt y Kee, 2007), neuroendocrino (Ezzat y Asa, 2008) o en SNC (Agoston y col., 

2007; Elliott y col., 2008). La implicación de los miembros de la familia Ikaros en cada 

uno de los sistemas es específica y determinada por el contexto. Así pues, mientras 

Ikaros la regula la competencia temprana de los progenitores de la retina (Elliott y col., 

2008), nuestros resultados muestran que en la EGL estarían implicados en la 

determinación de neuronas encefalinérgicas nacidas durante la segunda oleada de 

neurogénesis (Mason y col., 2005).  

 La acción tanto de Helios como de Ikaros no se desarrollan de manera aislada 

sino que están enmarcadas dentro de un engranaje de factores de transcripción que 

están implicados en el desarrollo de la EGL (Merkle y Alvarez-Buylla, 2006). Una de las 

vías que está más estudiada y que participa en la diferenciación de las neuronas 

originadas en la segunda oleada de neurogénesis es la vía Dlx. (Anderson y col., 

1997). Los miembros de la familia Dlx, Dlx1/2, están altamente expresados en los 

precursores localizados en la ZSV (Bulfone y col., 1993; Einsensat y col., 1999) y a 

medida que maduran, expresan los miembros Dlx5/6 y abandonan la ZSV para ocupar 

la ZM (Nery y col., 2003) donde residen las células postmitóticas. Nuestros resultados 

muestran que tanto Helios como Ikaros ejercen su función río abajo de la expresión de 

Dlx1/2. En los animales deficientes para Dlx1/2 desaparece la expresión tanto de 

Helios como de Ikaros en la EGL; sin embargo, la expresión de Helios se mantiene en 

otras áreas del SNC como la corteza (presente tesis; Long y col., 2009). Con respecto 

a Dlx5/6, la relación de Helios e Ikaros es diferente. Mientras que Helios parece 

expresarse de manera independiente o río arriba de Dlx5/6, Ikaros se expresa en 

células de la ZM que han expresado anteriormente estos miembros de la familia Dlx. 

Parece plausible postular que los progenitores que darán lugar a neuronas de la 

segunda oleada de neurogénesis, primeramente expresan el factor Dlx1/2 y 

posteriormente se activa la expresión de Helios encarando los progenitores a una 

diferenciación neuronal. Debido a que la mayoría de las neuronas de proyección 

derivan de las células Dlx5/6 (Stenman y col., 2003), suponemos que Helios se situaría 

río arriba de Dlx5/6 expresándose en un neuroblasto intermedio. La posterior expresión 

de Dlx5/6 permitiría a los progenitores a migrar (Cobos y col., 2007) y ya en la ZM 
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activar la transcripción de la proteína Ikaros con tal de diferenciar las neuronas de 

proyección al subtipo encefalinérgico.  

 Los mecanismos implicados en el control de la diferenciación de estas neuronas 

de proyección encefalinérgicas son variados y difíciles de esclarecer debido al gran 

abanico de factores que se expresan. La activación de una proteína o de otra no es 

automática, es decir, no es una activación y represión instantánea. En todo proceso 

existe una escala de grises que no podemos obviar y que dificulta el estudio y la 

descripción completa del mecanismo de acción.  

 Otro factor de transcripción que regula la diferenciación de neuronas de 

proyección de la EGL es Ebf-1. Ebf-1 se expresa en la matriz de la ZM (Garel y col., 

1999) y participa en la regulación de la salida de ciclo celular durante la diferenciación 

de las neuronas sustancia P positivas originadas de la primera oleada de neurogénesis 

(Garcia-Dominguez y col., 2003; Lobo y col., 2006). En el análisis del animal deficiente 

para Ebf-1 no se ha observado ninguna alteración en la expresión ni de Helios ni de 

Ikaros. Además, la proteína Ebf-1 no se encuentra alterada en los animales deficientes 

de Ikaros. En el caso de Ikaros, los resultados muestran que las dos proteínas están 

expresadas en dos vías de señalización diferente. En cambio, la única relación que 

podemos extrapolar en el caso de Helios es que la expresión de Helios no precisa de la 

previa expresión de Ebf-1. Así pues, observando todos estos resultados 

conjuntamente, podemos concluir que hay diferentes vías de control transcripcional que 

controlan la diferenciación neuronal de la primera oleada (neuronas sustancia P 

positivas) y de la segunda oleada de neurogénesis (neuronas encefalina positivas).  

 Con el objetivo de integrar los resultados de esta tesis en el conocimiento del 

control de la formación embrionaria del estriado, se sugiere un modelo de 

diferenciación de las neuronas de proyección estriatales en el cual se integran aquellos 

factores de transcripción que se habían descrito hasta el momento, y la posible función 

de los miembros de la familia Ikaros (figura 43).  
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Figura 43: Esquematización de los factores de transcripción que actúan durante el desarrollo 
embrionario de la EGL. (A) Dentro de la ZSV, la expresión de determinados factores de transcripción 

determinan la diferenciación terminal. Así pues, los progenitores Dlx1/2+ (azul) activan la expresión de 

Helios que a su vez o de manera independiente activará la expresión de Dlx5/6 e Ikaros para formar 

neuronas maduras Encafalina+ (ENK; degradación verde). En cambio, los progenitores que no expresan 

Dlx1/2 posteriormente expresarán Ebf-1 y formarán las neuronas de proyección SP+( degradación 

amarillo). (B) Esquema representativo de las vías propuestas tras analizar los resultados presentados en 

esta tesis. ENK+: encefalina positiva; SP+: sustancia P positiva.  

 En las primeras etapas de estriogénesis, los precursores de la ZV de la EGL se 

caracterizan por la ausencia de expresión del factor de transcripción bHLH, Mash1 

(Yun y col., 2002). Durante el proceso de especificación neuronal, los progenitores 

neurales pasan a expresar Mash1 restringiendo así la diferenciación hacia la estirpe 

neuronal (Yun y col., 2002). Así pues, dentro de la población Mash1 positiva se crearán 

dos subpoblaciones de progenitores dependiendo de la vía de señalización que activen 

en cada caso. En las primeras etapas de neurogénesis, dentro de la primera oleada, 

los progenitores de la ZSV Mash1 positivas activarán la expresión de la proteína Ebf-1 

con la finalidad de conseguir la diferenciación de neuronas sustancia P positivas que 

ocuparán la matriz del estriado en formación. Posteriormente, durante la segunda 

oleada de neurogénesis, los precursores Mash1 positivos y Ebf-1 negativos activan la 
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expresión de Dlx1/2 con tal de encarar la diferenciación a neuronas de proyección que 

de la segunda oleada de neurogénesis (Poitras y col., 2007). Tras la activación de 

Dlx1/2 en la ZSV, la vía de señalización avanzará activando la expresión de Helios que, 

de manera secuencial, disparará la expresión de Dlx5/6. Los progenitores de la ZSV 

abandonarán el ciclo celular para ocupar así la ZM y activar la expresión de Dlx5/6. 

Únicamente una subpoblación de estas células Dlx5/6 positivas disparará la expresión 

de Ikaros con la finalidad de diferenciar estas neuronas de proyección hacia una 

subpoblación específica de neuronas encefalina positivas. Así pues, dentro de todo el 

proceso de embriogénesis, existen diferentes subpoblaciones de progenitores que 

darán lugar a diferentes las diferentes poblaciones neuronales maduras. 

 Tan sólo conocemos unas pocas piezas del complejo puzzle que caracteriza la 

diferenciación estriatal; a medida que se describan nuevas proteínas y nuevas 

relaciones entre ellas seremos capaces de colocar todas las piezas. Sólo conociendo a 

la perfección los procesos que se llevan a cabo durante el desarrollo embrionario, 

podremos avanzar en el campo de la medicina regenerativa. Los resultados 

presentados en la presente tesis permiten postular que los miembros de la familia 

Ikaros pueden constituir una herramienta fundamental para la terapia regenerativa de 

determinadas enfermedades estriatales como sería el caso de la enfermedad de 

Huntington. 
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1. – Durante el desarrollo embrionario de la EGL, Helios e Ikaros muestran un patrón 

de expresión diferente, sugiriendo un papel distinto en la neurogénesis estriatal.  

2. – Helios se expresa tanto en precursores neurales como en neuroblastos pero está 

totalmente excluido en áreas con expresión de marcadores astrocitarios.  

3. – Helios regula negativamente la proliferación de precursores neurales favoreciendo 

la diferenciación neuronal a expensas de la astrocitaria.  

4. – Ikaros promueve la salida de ciclo celular de los precursores neurales de la EGL a 

través de la regulación positiva de la ciclina reguladora de ciclo p21Cip/Waf1.  

5. – Ikaros participa en la generación de neuronas encefalina positivas generadas 

durante la segunda oleada de neurogénesis.  

6. – Ikaros induce la diferenciación neuronal a expensas de la diferenciación 

astrocitaria.  

7. – Helios e Ikaros actúan secuencialmente durante el desarrollo de la EGL, siendo 

indispensable la presencia de Ikaros para que Helios pueda realizar su función.  

8. – Helios e Ikaros participan en la generación de neuronas de proyección originadas a 

partir de progenitores Dlx1/2 positivos y mantienen una relación distinta con los factores 

Dlx5/6. En cambio, son independientes al factor de transcripción Ebf-1.  
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