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RESUMEN



Existen células gliales en regiones del sistema nervioso central (SNC) adulto,
aparentemente sin relacion entre si - bulbo olfactorio, hipotalamo, hipofisis, y glandula pineal, que
comparten con las células de Schwann (SC) la capacidad de sobrevivir y proliferar en cultivo, de
promover el crecimiento de neuritas y de envolverlas. Las células tipicas de estos sitios del SNC—
glia envolvente del bulbo olfatorio (GEBO), tanicitos, pituicitos y células intersticiales pineales -
pueden ser identificadas en cultivo por su expresion concomitante de GFAP periférica, vimentina,
proteina p75 receptora de NGF y receptor de estrogeno tipo [J, mostrando una mezcla de
propiedades similares tanto a SCs como a astrocitos. Estas células constituyen un grupo unico de
células de macroglia central estructural y functionalmente homologas, con origen filogénetico
comun, que hemos llamado glia promotora del crecimiento o aldainoglia (Gudifio-Cabrera and
Nieto-Sampedro 1999; Gudifio-Cabrera and Nieto-Sampedro, 2000). Los transplantes de
aldainoglia tienen un potencial clinico considerable para tratar lesiones del SNC, pero su uso para
la reparacion de lesiones requiere la solucion de dos problemas: 1) la producion de células en la
cantidad y homogeneidad necesarias para su uso clinico, y ii) asegurar la compatibilidad
inmunolégica de donador y receptor del transplante.

Queremos informar aqui que células de neurosfera, generadas a partir de diversas regiones del
SNC de rata o humano adultos, pueden ser diferenciadas en cultivo a células similares a
aldainoglia (por plaqueo sobre un substrato adherente en medio condicionado por GEBO,
suplementado con EGF y bFGF). Las células asi diferenciadas presentan una composicion de
RNA mensajero, inmunofenotipo y propiedades funcionales similares a aldainoglia, pero no
expresan niveles detectables del complejo de histocompatibilidad tipo MHC II. El analisis
diferencial con microarrays del mRNA expresado por aldainoglia vs. neurosferas confirmé un
incremento elevado del mRNA para GFAP periférica y ausencia de cambio en la expresion de
nestina. Expresion elevada de GFAP y niveles constantes de nestina, sugieren que las células
gliales diferenciadas desde neurosferas pueden ser precursores de neuronas y de otros tipos de

macroglia.

Palabras clave: Neuregulina / GFAP/ Vimentina/ Nestina / receptor de NGF p75 / Regeneracion/
Microarrays

Abreviaturas:

bFGF, basic fibroblast growth factor; bFGF, basic fibroblast growth factor; E15, embryonic day
15; EGF, epidermal growth factor; MHC, major histocompatibility complex; NB27, neurobasal
medium supplemented with B27; Nes, nestin gene; OECS, olfactory ensheathing cells; PLL ,
Poly-L-lysine; SNC, sistema nervioso central.



INTRODUCCION

Células troncales neurales multipotentes pueden ser aisladas de varias regiones del sistema
nervioso central (SNC) de los mamiferos, en distintos estadios de su desarrollo (Gage 2000; Le
Belle and Svendsen 2002) y pueden hacerse proliferar en cultivo, como neuroesferas en
suspension. Las células de estas neuroesferas son capaces de diferenciarse in vitro a neuronas,
astrocitos u oligodendrocitos, cuando reciben las sefiales apropiadas (Reynolds and Weiss 1992).
Si las células de neuroesferas de roedor son transplantadas, se diferencian predominantemente a
glia (Ader et al. 2000; Carpenter et al. 1997; Espinosa-Jeffrey et al. 2002), mientras que células de
neuroesferas derivadas de cerebro humano también se diferencian a neuronas en proporcion
significativa (Brustle et al. 1998; Englund et al. 2002a; Englund et al. 2002b; Fricker et al. 1999;
Rosser et al. 2000). Dado el gran potencial clinico de estas células, no es de extrafiar el enorme
interés que despierta la definicion de las senales moleculares que regulan su destino final (Edlund
and Jessell 1999).

Existen células gliales en varias regiones del sistema nervioso central (SNC) adulto sin
relaciéon aparente entre si- bulbo olfactorio, hipotalamo, hipoéfisis, y glandula pineal, que
comparten con las células de Schwann (SC) la capacidad de sobrevivir y proliferar en cultivo, de
promover el crecimiento de neuritas y de envolverlas. Las células tipicas de estos sitios del SNC—
glia envolvente del bulbo olfatorio (GEBO), tanicitos hipotalamicos, pituicitos de la hipofisis y
células intersticiales pineales - pueden ser identificadas en cultivo por su expresion concomitante
de GFAP periférica, vimentina, proteina p75 receptora de NGF y receptor de estrégeno tipo [,
mostrando una mezcla de propiedades similares tanto a SCs como a astrocitos. Estas células
constituyen un grupo Unico de células de macroglia central estructural y functionalmente
homologas, con origen filogénetico comun, que hemos llamado glia promotora del crecimiento o
aldainoglia (Gudifio-Cabrera and Nieto-Sampedro 1999; Gudifio-Cabrera and Nieto-Sampedro,

2000), cuyo transplante tiene un potencial considerable en el tratamiento de lesiones del SNC



(Ramon-Cueto and Nieto-Sampedro, 1994);Navarro et al. 1999); (Ramoén-Cueto et al., 2000);
(Bradbury 2002); (Li et al. 2003)Dobkin and Havton 2004; Warner et al. 2005). Una observacion
frecuente en los experimentos de transplante de células troncales, es la permanencia de la mayoria
de las células transplantadas en un estado incompletamente diferenciado. Solamente una pequeia
fraccion de ellas adquieren caracteristicas gliales o neuronales definidas (Englund et al. 2002a;
Englund et al. 2002b).

Ademas de ese problema, el uso de transplantes para la reparacion de lesiones, necesita la
solucidn de otras dos cuestionesesenciales: 1) la produccion de la cantidad requerida de células
de aldainoglia, y ii) asegurar su compatibilidad inmunolédgica con el receptor del transplante.
Queremos informar aqui los resultados encontrados en nuestro laboratorio en respuesta a estos
problemas. En breve, células derivadas de neuroesferas de meséncefalo, plaqueadas sobre una
superficie adherente y cultivadas en medio condicionado por GEBO, adquieren fenotipo de
aldainoglia, atendiendo a su expresion de RNA mensajero y sus marcadores inmunologicos.
Estas células similares a la aldainoglia, derivadas in vitro de neuroesferas, no expresaron niveles

detectables de antigenos de transplante tipo II, atajando asi el segundo problema.

Diferenciacién de células de neuroesfera a células con fenotipo de aldainoglia

Las neuroesferas de meséncefalo de rata, cultivadas en medio NB27, proliferan
rapidamente. Las células disociadas de esas neuroesferas presentan morfologia ellipsoidal,
pero cuando son plaqueadas sobre un substrato adherente emiten procesos y se diferencian
a progenitores neurales. El destino final de estos progenitores depende, tanto del substrato
al que se adhieren, como de las sefiales presentes en el medio en el que se encuentran.
Cuando las células elipsoidales son plaqueadas sobre un substrato poco adherente (plastico
para cultivo de bacterias, tratado con poli-lisina, PLL), las células se unen al substrato,

emitiendo algunos procesos escasos y delicados (Fig. le, 1f). Si se substituye una fraccion



substancial de NB27 (50 a 75 %) por medio condicionado por GEBO, las células se
adhieren y, tras unas 18h en ese medio, se aplanan asumiendo una forma similar a la de la
aldainoglia (Fig. 1c, 1d). En esas condiciones, la diferenciacion morfologica de las células
no tratadas fué totalmente reversible: si las células se lavan y se incuban en medio NB27
durante 18 h o menos, recuperan una morfologia sferoide, agrupandose en agregados
parecidos a neuroesferas (Fig. 1). La exposicion a medio condicionado por GEBO, ademas
de favorecer la adhesion al substrato de las células, su aplanamiento y la emision de
procesos, indujo la expresion de los inmunomarcadores caracteristicos de la aldainoglia

(Gudinio-Cabrera and Nieto-Sampedro 2000), como se indica a continuacion.

Procesos bioldgicos afectados por el cultivo de neuroesferas en medio condicionado por
GEBO

Los genes expresados por las células de neuroesfera cells tras su cultivo en medio
condicioned por GEBO, durante 18 y 48 horas, fueron enviados al programa del NIH,
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), para el
diagnéstico de los procesos biologicos afectados. Al menos 69 genes, implicados en
diversas funciones celulares, fueron inducidos mas de 2 veces en las células tratadas con
medio condicioned por GEBO. (Fig 2). El gen Gfap fué¢ uno de los inducidos mas
fuertemente, de 4.5 a 4.7 veces, respectivamente, a las 18 y 48 horas de exposicion al
medio condicionado (Tabla 1), indicando que las células de neuroesfera adheridas a PLL,
desarrollaron un claro fenotipo glial. La induccién de GFAP en las células de neuroesfera
adheridas, junto con la ausencia de cambios en la expresion de nestina, sugieren la
aparicion de un precursor neural de naturaleza glial (Merkle et al. 2004). En un trabajo
previo planteamos la hipotesis de que la aldainoglia fuese un precursor de los distintos

fenotipos neurales en el SNC (Gudino-Cabrera y Nieto Sampedro, 1999, 2000). Estos



hechos e hipoétesis, tomados en conjunto, nos indujeron a examinar si las células
diferenciadas a partir de neuroesferas, en medio condicionado por GEBO, presentaban
similitudes moleculares y funcionales con la aldainoglia. Cuando se compararon los genes
expresados por neuroesferas mantenidas en medio NB27 y por las mismas neuroesferas
adheridas a PLL y expuestas a medio condicionado por GEBO (Tabla 1), la observacion
que mas nos llamo6 la atencidon fué que las propiedades bioldgicas mas afectadas por los
genes sobreexpresados o reprimidos concernian al fenotipo celular (GFAP, proteina S100,
tubulina 3, nestina), a las propiedades inmunologicas y al crecimiento de neurites (Tables

1 and 2; Fig.2).

Neuroesferas incubadas en medio condicionado por GEBO expresan marcadores de
aldainoglia

El fenotipo de aldainoglia fué caracterizado por su expresion concomitante de unos
pocos inmunomarcadores especificos, a saber, GFAP periférica, receptor de estrogeno tipo qy
receptor de neurotrofinas de baja afinidad p75 (Gudino-Cabrera and Nieto-Sampedro 1999;
2000). La exposicion de neuroesferas adheridas al substrato mediante PLL, a medio
condicionado por GEBO, indujo la aparicion de esos inmunomarcadores en las células
tratadas que experimentaron un cambio morfolégico. La inmunotincion para GFAP periférica
co-localiz6 con la de receptor de estrogeno tipo o y la de receptor de NGF de baja afinidad
(Figs. 3 and 4). El débil incremento en la expresion del gen Esrl, observada desdel8 a 48
horas (Table 1), se correlacion6 con la aparicion de inmunotincién paraproteina receptora de
estrogeno tipo ¢ (Fig.3). Similarmente, el descenso en la expresion de inmunoreactividad
para el receptor de neurotrofinas p75 durante su cultivo, se correlacioné con la pérdida

especifica de RNA mensajero para la proteina p75 (Tabla 1; Fig 4).



Las proteinas S100: inmunoreactividad y expresion génica

Las proteinas S100, capaces de unir calcio, son marcadores consensuados de glia
(Heizmann 1999). Las células disociadas de neuroesferas, adheridas al substrato mediante
PLL, expresaron inmunoreactividad para proteinas S100 tras 48 horas de exposicion a medio
condicionado por GEBO (Fig 5), pero no a tiempos de exposicion mas cortos (18h, datos no
mostrados). La disminucién en la expresion del RNA mensajero para S100a6 (calciclina, Tabla
1) indic6 un ligero descenso en la transcription de S100a6 a tiempos de incubacién mas largos
mientras que el mensajero para S100a3 mostrd un pequeilo aumento a tiempos de incubacion
mas cortos, comparado con el transcrito de S100b. La isoforma de proteina S100b es comin en
células gliales (Donato 1999; Heizmann 1999). Su expresion tras 48 horas de cultivo fué

consistente con el aumento observado en el mensajero especifico del gen S100b (Tabla 1).

Tabla 1. Expresion génica en aldainoglia derivada de neuroesferas

Gene Bank Descripcion Simbologen |8 hours 48 hours
NM_017009 Glial fibrillary acidic protein Gfap 4.5 4.7
NM 012488  Alpha-2-macroglobulina A2m 4.1 4.9
NM 012967  Intercellular adhesion molecule 1 Icaml1 3.9 3.6
NM 022266  Connective tissue growth factor Ctgf 3.1 3.6
BI285494 EEZ induced transmemb.protein 3- Ifitm3] 30 34
NM 134390  Tolerancia transplante TORID 1.4 2.3
NM 031327 Cysteine rich protein 61 Cyr61 1.3 2.2
AF140232 Calcium binding protein A6 S100a6 1.1 0.6
(calciclina)
NM 053681.1 Calcium binding protein A3 S100a3 0.7 1.2
NM 013191 Calcium-binding protein, beta S100b 0.6 06
- (neural)
AI598730 Similar a p73, low affinity NGFR 1 () 46143 0.7 0.2
precursor
NM_139254  Tubulina BIII TubB3 0.3 0.3
NM_012689  Receptor estrogeno tipo o Esrl -0.1 0.07
NM 012987 Nestina Nes -0.1 0.2

Valores de expresion génica en aldainoglia, relativos a neuroesferas de la misma edad no
expuestas a medio condicionado por glia envolvente del bulbo olfativo (GEBO). NGFR
precursor, precursor del receptor del factor de crecimiento nervioso.



R . . 7 ~ b +
La familia de proteinas S100 median la transduccion de sefales asociadas a Ca’’. La

distribucion sub-celular de los miembros de la familia cambia en respuesta a estimulos
extracelulares. Asi, los miembros de S100 implicados en inflamacién y cura de heridas (Eckert
et al. 2004) se encontraron ligeramente sobreexpresados en aldainoglia respecto a las
neuroesferas (Tabla 1). Otras proteinas S100 derivadas de la expresion de los genes S100a3
(Camby et al. 2000) y S100a6 (calciclina; Donato 1999) estan implicadas en proliferacion
celular benigna y regulacion de la progresion del ciclo celular. El producto de la expresion del
gen S100b, una proteina tipo “EF-hand” capaz de unir Ca®’, esté relacionada mas directamente
con la diferenciacion neural(Sorci et al. 1998).

La proteina S1000] se une a la proteina acida fibrilar glial (GFAP), la subunidad del
filamento intermedio tipo III especifico de las células astrogliales. Al unirse a los sitios de
fosforilacion de GFAP, la proteina S1000] bloquea el accesso a ella de las protein quinasas
inhibiendo asi el ensamblaje de los monomeros de GFAP en filamentos gliales. Ademas, ,
S1000] estimula la disociacion de los filamentos gliales, dependiente de dosis y regulada por
Ca’ (Frizzo et al. 2004), explicando asi la normalizacién de los astrocitos reactivos que sigue al
transplante de GEBO en lesiones de la médula espinal (Verdu et al., 2001). La expresion de los
genes que codifican los monomeros de S-100[1 y GFAP, esta coordinada por la concentracion
intracelular de cAMP (Ziegler et al. 1998), sugiriendo la forma en la que la proteina S-100[]
puede regular el ensamblaje y distribucion intracelular de los filamentos gliales. El aumento
con el tiempo en la expresion del gen S100b comparado con los genes S100a3 and S100a6
(Tabla 1), junto con la inmunodeteccién de proteina S100b (Fig 5), apuntan a la aldainoglia
como el primer paso en la difereciacion de las células troncales neurales hacia su destino final,

al menos en cultivo.

GFAP y nestina: expresion génica e inmunoreactividad



Las células de neuroesfera plaqueadas sobre un substrato adhesivo en medio
condicionado por GEBO, mostraron un aumento en la inmunoreactividad para GFAP
comparado con células control. Las inmunotinciones para nestina y GFAP co-localizaron pero,
en contraste con GFAP, la expresion de nestina no mostré ninguna elevacion con respecto a
células no incubadas en medio condicionado (Fig 6). La expresion del RNA mensajero del gen
de nestina no fué¢ afectada por la incubaciéon en medio condicionado por GEBO (Table 1),
mientras que el RNA mensajero para GFAP aumento casi 5-veces, apoyando la observacion del
aumento de inmunoreactividad. EIl débil cambio en la expresion de Nes correlaciond con la
abundancia, constantemente alta, de su transcripto especifico, que no se vio afectada por la
incubacion en medio condicionado por GEBO (Tabla 1).

Los anticuerpos monoclonales y policlonales anti-GFAP mostraron claras diferencias de
inmunoreactividad (Fig 4, 6). La ausencia de reaccion de la proteina de los filamentos
intermedios con el monoclonal anti-GFAP (Figs 3, 4) y su clara reaccion con el anticuerpo
policlonal (Fig 6), indicaron la presencia simultanea de estados de maduracion de la proteina
diferentes. El fuerte incremento en la expresion de mRNA para Gfap y la abundancia constante
del transcripto de Nes a las 18 y 48 horas de cultivo, correlacionaron positivamente con la
abundancia de sus correspondientes productos proteicos. La colocalizaciéon de ambas proteinas,
nestina y GFAP, indicé un cambio en el citoesqueeleto hacia un fenotipo de precursor con
propiedades idénticas a la aldainoglia (Fig. 6, Table 1).

La presencia de inmunoreactividad para GFAP en células del SNC distintas de los
astrocitos, detectada utilizando un anticuerpo policlonal de conejo contra GFAP, sin embargo
no pudo ser confirmada utilizando un anticuerpo monoclonal. La expresion alta del gen Gfap
en células similares a aldainoglia, fué inducida por exposicion de las neuroesferas a medio
condicionado por GEBO durante 18 y 48 horas (Tabla 1) y la abundancia de transcriptos de

Gfap no concordaba con la ausencia de inmunotincién con el anticuerpo monoclonal en las



neuroesferas no tratadas (Mab; Fig. 3), aunque los anticuerpos policlonales detectaban
claramente la presencia de GFAP tanto en las células tratadas como en las no tratadas (Fig, 6).
Dos tipos de mRNA han sido descritos para GFAP, que codifican proteinas de peso
molecular casi idéntico, pero con una diferencia estructural importante (Feinstein et al. 1992):
la GFAP de la glia periférica (GFAP-B) carece de una sequencia de 18 aminoacidos amino
terminales, presente en GFAP de astrocitos (GFAP-a). El anticuerpo monoclonal anti-GFAP
(B2.2), fué preparado contra un péptido que contenia ese fragmento del8 aminoécidos (Lee
VM-Y 1984) y reacciond con astrocitos, pero no con células de Schwann (Feinstein et al.
1992). Nuestros resultados indican que el anticuerpo monoclonal utilizado no detectd el
producto de Gfap en células similares a aldainoglia, derivadas de neuroesferas incubadas en

medio condicionado por GEBO.

Tubulina gl

La subunidad de los microtubulos tubulina BIII es especifica de neuronas y es
ampliamente utilizada como marcador neuronal. La baja sefial para tubulina BIII observada en
neuroesferas, aumento ligeramente en las células resultantes de su plaqueo sobre PLL , tras 18
horas de incubacion en medio condicionado por GEBO. Esa baja expresion del gen se
mantuvo a tiempos de exposicion mas largos (48h) a medio condicionado por GEBO. El
receptor de estrogeno typo a, [|[Imarcador de aldainoglia, colocalizé con tubulina BIII en las
células de neuroesfera incubadas en en medio condicionado por GEBO. Esa colocalizacion del
marcador de aldainoglia con el marcador de neuronas tubulina BIII, indicé un papel general de

precursor neural para esta poblacion glial (Table 1, Fig 7).

Expresion de antigenos de histocompatibilidad



La expresion de los complejos mayores de histocompatibilidad, genes clases I y II, (MHC
Iy IT) fué examinada utilizando analisis de DNA con microarrays e inmunocitoquimica. No se
observo expresion de mRNA especifico de los MHC en la aldainoglia derivada de neuroesferas,
ni tras 18 horas, ni tras 48 horas de incubacion de las neuroesferas en medio condicionado por
GEBO (Table 2). Aunque en the caso del MHC clase I, los loci Aw2 and S3 son redundantes,
no se detectd en ninglin caso un cambio significativo en la expresion génica. El aumento en la
expresion de AF029241, correspondiente al gen RT1-S3, no fué incluido como un cambio
expresion porque la fluorescencia basal casi no fué detectable. Otros genes MHC examinados,

de las clases Ia o Ib, no fueron afectados por la incubacion con medio condicionado por GEBO.

Table 2. Genes de MHC expresados en aldainoglia derivada de neuroesferas tras 18 y 48 horas de diferenciacion

mRNA bol
simbolo
. Gene Bank Description 18h 48h
asociado a ge| gen
MHC ClassI  Hlals Y13972 MHC class I-like sequence 0,2 -0,1
RTI1-A M64795 RT1-region, class I (A) 0,3 -0,3
RT1-A3 AJ005023 RT1 class I, A3 0,7 -1,2
RT1-Aw2 AJ249701 RT1 class Ib, locus Aw2 0,6 1
L40362 0,7 -1,3
Us50449 0,3 0,3
M24024 0,3 0,6
M10094 -0,3 -0,3
AJ243338 0,6 -0,2
RT1 class I, CE12 MHC
RT1-CE12  M24026 RT44 protein 0,5 0,4
RT1-M3 NM 022921 RTI class Ib, locus M3 0,7 0,3
RTI-M4  AF024712  MHCclass IbM4 0.5 02
pseudogene
RT1 class Ib gene, H2-TL-
RT1-N3 L23128 like, gre region (N3) 0,7 0,3
RT1-S3 AF029241 RT1 class Ib, locus S3 2,2 1,9
AJ243974 -0,5 0,7
AJ243973 0,1 -0,1
MHC clase [T Mhc2ta NM 053529 MHC class II transactivator - 1,1 -0,6
RT1-Da,
RT1-Dbl Y00480 RT1 class II 0,2 -0,3

MHC, antigeno mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility antigen). Las células de
neuroesfera en cultivo fueron diferenciadas a células con morfologia similar a la aldainoglia, por
exposicion a medio condicionado por glia envolvente del bulbo olfativo (GEBO), por los periodos de
tiempo indicados. El andlisis con microarrays fué utilizado para examinar la expresion de genes
respecto a los expresados por las células de neuroesferas.



Los dos mRNAs especificos para los MHC clase II detectados en aldainoglia, no
mostraron diferencias de expresion con respecto a las células control (Tabla 2). La
inmunofluorescencia de los antigenos MHC-I and MHC-II, revelada con los monoclonales
MRC OX-18 (Metzger et al. 2002) and MRC OX-6 (Gessl et al. 1995), respectivamente, fué
similar al fondo (datos nomostrados). La baja expresion de MHC en aldainoglia, observados
como mRNA o como proteina, se correlacionod con una expresion alta del transcripto TORID

(tolerance-related and induced; Tabla 1).

La aldainoglia no expresa antigenos de transplante MHC clases 1 y 11

El gen MHC de los mamiferos esta dividido en tres regiones, correspondientes a las
clases I, Il y III. La region clase I codifica moléculas clasicas I (clase Ia) y no clasicas I (clase
Ib). Las proteinas de la clase Ia estan implicadas en la presentacion de antigeno a los linfocitos
T, CDS8 positivos, mientras que la funcidén de los genes clase Ib no es conocida.. La region
clase II codifica moléculas de la class II, implicadas en la presentacion de antigeno a los
linfocitos T, CD4. Los genes de la clases I y II estan incluidos entre genes estructurales bien
conservados, algunos de ellos esenciales para las respuestas inmunes adaptativas (procesado de
antigeno y mecanismos de transporte de péptidos). La region clase III contiene genes
implicados en la inmunidad innata, como los componentes del complemento y las citoquines
(Hurt et al. 2004). Como ha sido observado previamente (Hori et al. 2003; Li et al. 2004), no
pudimos detectar ni mRNA especifico para MHC clases I and II (Table 2), ni sus proteinas
correspondientes. Los genes MHC III no habian sido anotados cuando realizamos nuestros
analisis con microarrays. La baja antigenicidad tanto de las neuroesferas como de la
aldainoglia derivada de ellas en cultivo (baja expresion of MHC junto con expresion alta de
TORID; Tabla 1), sugieren que o las neuroesferas cultivadas o la aldainoglia derivada de ellas

podrian ser transplantadas en el SNC sin inmunosupresion.



Promocion del crecimiento de neuritas por aldainoglia derivada de neuroesferas

Las funciones de los tipos macrogliales, como tanicitos, pituicitos y GEBO, implican la
promocion del crecimiento de axones y su envoltura rapida y reversible. Estas propiedades
similares a las de las células de Schawnn sugieren su agrupamiento en una clase funcional que
hemos llamado aldainoglia (Nieto-Sampedro 2002). La notable capacidad para promover el
crecimiento de neuritas de la aldainoglia derivada de neuroesferas, se puso de manifiesto
cuando estas células fueron co-cultivadas con neuronas de ganglio raquideo de rata (Fig. 8). La
promocion del crecimiento y de la asociacidn entre neuritas, para formar fasciculos mas largos
y gruesos que los observados en los ganglios control (ver Fig 8). La fasciculacion de las
neuritas podria explicarse por la sobrerexpresion de la molécula de adhesion ICAM-1 (Tabla
1). Las células de neuroesfera tratadas con medio condicionado por GEBO promovieron con
efectividad el crecimiento de las neuronas ganglionares, lo que junto con la expresion de
marcadores inmunoldgicos descrita, justifican llamar aldainoglia a las células derivadas de

neuroesfera.

Factor de crecimiento glial y transicion desde neuroesferas a aldainoglia.

Neuroesferas plaqueadas sobre un substrato adhesivo y expuestas a los factores solubles
presentes en el medio condicionado por GEBO, se diferenciaron a células similares a
aldainoglia. La cuestion es cuales son los factores de crecimiento que regulan la diferenciacion
de neuroesferas a aldainoglia. Por el momento, el candidato mas plausible parece ser un factor
de crecimiento de la familia de la neuregulina, NRG-1, actuando a través de su receptor

especifico, una tirosina quinasa (Burden and Yarden 1997; Carraway and Burden 1995).



Conclusion: la aldainoglia es un precursor celular

Neuronas, astrocitos y oligodendrocitos pueden ser producidos en cultivo a partir de
neuroesferas estimuladas con los factores de crecimiento adecuados (Merkle et al. 2004;
Vicario-Abejon et al. 2003). La expresion de niveles constantes de nestina, el aumento de
GFAP periférica y la presencia de otros marcadores gliales in vitro, apoyan la hipotesis de que
un precursor de naturaleza glial es un paso intermedio en la diferenciacion desde neuroesferas a
los diversos tipos celulares neurales (Merkle et al. 2004).

Un precursor comun de neuronas and astrocitos que expresa nestina and GFAP, ha sido
encontrado en mamiferos postnatales y adultos (Wei et al. 2002). Neuroesferas embrionarias se
diferenciaron a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos tras 10 dias en cultivo (Fujiwara et al.
2004), y hemos mostrado aqui que células similares a aldainoglia pueden ser generadas a partir
de neuroesferas embrionarias en un periodo de tiempo mas corto (48 horas) por tratamiento con
medio condicionado por GEBO. La presencia de aldainoglia en el SNC adulto (Gudifio-Cabrera
and Nieto-Sampedro 2000) abre la posibilidad de generar los diversos fenotipos neurales in
situ, mediante la estimulacion adecuada de la poblacion de aldainoglia residente. La
localizacion in situ de estas células precursoras neurales puede llevarse a cabo con los

marcadores descritos aqui.
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