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Las células intersticiales descritas por D. Santiago Ramoén y Cajal, en
relacion con los plexos del Sistema Nervioso Entérico, constituyen una entidad
bioldgica especifica. En la actualidad son reconocidas internacionalmente con el

nombre de su descubridor, las células intersticiales de Cajal.

La memoria presentada recoge las investigaciones realizadas a lo largo de
los 4 dltimos afios, las cuales han dado lugar a 4 publicaciones diferentes; 3 de
ellas basadas en un andlisis ultraestructural, que han permitido por un lado,
caracterizar a las células intersticiales de Cajal localizadas en la lamina propia y
establecer su relacion con el sistema vascular, y por otro, definir la presencia de

un cilio Unico como una caracteristica especial en estas células.

El estudio inmunohistoquimico sobre la presencia de nestina en los
plexos entéricos es el inicio del posible papel de estas células en los procesos de

Neurogénesis en el Sistema Nervioso Entérico.

Por todo ello, como directora de este trabajo, considero que esta tesis
doctoral titulada “Aportaciones originales al conocimiento de las células

III

intersticiales de Cajal” cumple los requisitos exigidos por la legislacién vigente

para optar al grado de Doctor por |la Universidad de Zaragoza.

Dra. Concepcidn Junquera Escribano
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Dia. Concepcidon Junquera Escribano, Catedratica del Departamento de
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INFORMA

Que Dia. Irene Cantarero Carmona ha realizado bajo mi direccién el trabajo

titulado “Aportaciones originales al conocimiento de las células intersticiales

de Cajal” y que bajo mi juicio reune los méritos suficientes para optar al Grado

de Doctor por la Universidad de Zaragoza. Una vez finalizada, autorizo su

presentacion en la modalidad de compedio de publicaciones para ser juzgada

por el tribunal correspondiente.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente en

Zaragoza, a 1 de septiembre de 2011.

Dia. Concepcion Junquera Escribano






“No dejes que termine el dia sin haber crecido un poco,
sin haber sido feliz,

sin haber aumentado tus suefios.

No te dejes vencer por el desaliento”

Walt Whitman

Conversaciones de un dia cualquiera:

“Titi, eso de la Neurogénesis debe ser algo muy dificil”

José Carmona, 78 anos, mi abuelo.

“Tu, tranquila... aporta tu grano de arena que otros terminaran la montana”
“La vida es mucho mas complicada que tener que explicar montafias”

Antonia Moreno, 74 aiios, mi abuela.

Todo lo que te puedo aconsejar estd ya en la naturaleza... o en este libro
(Reglas y consejos sobre investigacion cientifica. Los tonicos de la voluntad.
Santiago Ramon y Cajal)

No lo esta el carifo.

Comenzamos un camino...

18 de septiembre de 2007

Concepcion Junquera






Agradecimientos






“Cuando se nos presenta una idea, no la debemos rechazar por la mera evidencia de
que no se adapta a una teoria dominante”

Claude Bernard (1813-1878. Fisidlogo francés)

Estas podrian ser las primeras palabras de cualquier director de Tesis. “No descartes
tus resultados”, “Saca tus propias conclusiones de los articulos”, me repetia una y otra
vez mi directora de Tesis. He tenido el gran placer de poder “sacar mis propias
conclusiones” rodeada de muchisima gente, de haber compartido con ellos grandes

momentos de alegria, de emociones, de triunfos y desilusiones.

En primer lugar quiero dar la gracias a mi directora de Tesis, Concha, quien me ha
ensefiado a disfrutar de la ciencia, a trabajar duro, a esforzarme al maximo. Gracias
por transmitirme no solo tu ilusidn por la investigacion y la Microscopia Electroénica,
sino también por tu confianza, tu consejo, tu apoyo incondicional y tu carifio...,

mucho carifio.

Gracias a ti también, Maria José, por tu amistad durante estos afios, por lo momentos
compartidos dentro y fuera del laboratorio, por apoyarme en los momentos dificiles.
Compartir el dia a dia contigo, me ha ensefiado mucho a nivel personal y profesional.

Ejemplo de superacion y valentia.

Quiero hacer una mencion especial al resto de miembros de mi grupo de investigacion,
Carmen, Tomas y José Miguel. Como dijo Isaac Newton, “Si he conseguido ver mads

lejos es porque me he aupado en hombros de gigantes”.

Obviamente, tengo mucho que agradecer a Maria Jesus y Rodolfo. Vosotros me
disteis esa primera oportunidad, ese primer trabajo que esperan los recién
licenciados y que nos pone a prueba a uno mismo. Mi mas sincera admiracion a toda

una vida dedicada a la investigacion.

Gracias a todos y cada uno de los compafieros y amigos del Departamento, personas

con las cuales he compartido esta experiencia y han convivido conmigo cada dia: M2



Teresa Peg, Carlota Castillo, Belén, Sonia Lépez, Carmen Pérez-Castejon, Arturo,
Teresa Figols, Julia Aisa, Maria José Barral, Primitivo, Juan de Dios, Asuncién, Pilar
Parra, M2 Carmen Andrés, Pilar Jordan...; especialmente a las incombustibles, Silvia

Andrés y Susana; y a los incondicionales, Manolo, Nieves y Julia Blasco.

A mis madrugadoras, Silvia Lobera, Rosa Calvo y Ana lgal. Por tantas y tantas
conversaciones mafaneras y esas palabras de dnimo y carifno que siempre he recibido

de vosotras.

Agradezco al Dr. José Manuel Garcia- Verdugo y todo su equipo de investigacién, en
especial a Mario Soriano, por la colaboracidn, servicio y confianza depositada hacia mi

grupo de investigacion.

Una parte importante de esta tesis se la dedico a mi familia. He recibido una
educaciéon ejemplar, y desde pequefia aprendi que todo conlleva un esfuerzo, que los
arboles no dan frutos sino los riegas TU cada dia. A ellos les agradezco que me
ensefiaran a disfrutar de las pequefias cosas que te da la vida: un dia de pesca, el
campo, la naturaleza... o simplemente, la satisfaccion de haber hecho el trabajo
correctamente. Sin vuestra confianza y apoyo esto no hubiera sido posible. Gracias por

entender mis ausencias.

Gracias también a mi otra familia, a la parte de fuera, quienes en todo momento han

estado pendientes de cada cosa que he necesitado.

No me olvido de ti, Raul. Apareciste y te quedaste. jQué maravilloso fue el dia en que
decidiste quedarte!. Eres la Unica persona que ha conocido en presente esta tesis,
quien ha estado siempre a mi lado, me ha dado fuerzas en momentos de debilidad y

ha creido en mi: YO CONTIGO. Gracias por dejarme compartir mis/tus suefos.

Gracias a todos.



A mi familia
A la parte de fuera
A Raul






Lista de abreviaturas






3-PGDH: 3-fosfoglicerato deshidrogenasa.

BrdU: Bromodeoxiuridina.

CSF: Factor estimulante de colonias.

Dcx: Doblecortina.

Dil: 1,1’- dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianinaperclorato.
EGF: Factor de crecimiento epitelial.

FGF-2: Factor de crecimiento fibroblastico 2.

GFAP: Proteina acida gliofibrilar.

GIST: Tumores del estroma gastrointestinal.

GS: Glutamina sintetasa.

HZ4-FeSV: Sarcoma felino de Hardy-Zuckerman 4.

ICC: Célula intersticial de Cajal.

ICC-CM: Célula intersticial de Cajal de la capa muscular circular.
ICC-DMP: Célula intersticial de Cajal del plexo muscular profundo.
ICC- IM: Célula intersticial de Cajal intramuscular.

ICC-Like: Célula intersticial de Cajal - like.

ICC- LM: Célula intersticial de Cajal de la capa muscular longitudinal.
ICC-MP: Célula intersticial de Cajal del plexo mientérico.

ICC-SEP: Célula intersticial de Cajal asociada a los septos del tejido conectivo.
ICC-SM: Célula intersticial de Cajal de la capa submucosa.
ICC-SMP: Célula intersticial de Cajal del plexo submucoso.

ICC-SS: Célula intersticial de Cajal de la capa serosa.

ICLC: Célula intersticial de Cajal - like.

IP3: Inositol 1,4,5 trifosfato.

MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos.

MET: Microscopia electrénica de transmision.

MTOC: Centro organizador de microtubulos.

NeU: Nucleo neuronal.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PSA-NCAM: Molécula de adhesion celular neural polisializada.

SCF: Factor de células madre.



SGZ: Zona subgranular.

Shh: Sonic hedgehog.

SMMHC: Cadena pesada de miosina de musculo liso.
SNA: Sistema Nervioso Auténomo.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SNE: Sistema Nervioso Entérico.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

SVZ: Zona subventricular.

TUC-4: proteina 4 mediadora de respuesta a colapsina.
Tujl: Tubulina B-1ll especifica neuronal.

VAChT: Transportador de vesiculas de acetilcolina.
VENT: Células del tubo neural que migran ventralmente.

VIP: Péptido intestinal vasoactivo.



Tabla de contenidos






TABLA DE CONTENIDOS

INTRODUCCION.

l. EL Sistema Nervioso Entérico.
1. Estructura y organizacion.
2. Funciones.

3. Origen embrionario.

Il. Las células intersticiales de Cajal.

1. Concepto y revisidn historica.

2. El receptor c-Kit.

3. Distribucién en el tracto gastrointestinal.

4. Funciones.

4.1. Las células intersticiales de Cajal y su actividad como
marcapasos.

4.2. Mediadoras de la neurotransmision.

4.3. Sensores de estiramiento: mecano-receptoras.

9]

. Origen embrionario.
5.1. Precursor mesenquimal.
5.2. Células procedentes de la parte ventral del tubo
neural.
5.3. Precursor comun: células intersticiales de Cajal y
células musculares lisas.
6. Ultraestructura.
7. Localizacidén de las células intersticiales de Cajal fuera del
tracto gastrointestinal.
7.1. Las células intersticiales de Cajal - Like.

7.2. Los telocitos.

23

25
26
28
29

37
38
54
57
60

61
67
70
72
73

75

78
81

85

85
90

-19 -



lll. Neurogénesis adulta.

1. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Central.
1.1. La zona Subventricular (SVZ).
1.2. La zona Subgranular (SGZ).

2. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Entérico.

JUSTIFICACION.

OBJETIVOS.

PRESENTACION DE LAS PUBLICACIONES.

PUBLICACIONES.

-20-

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Junquera
Escribano C. Identification of telocytes in the lamina propria
of rat duodenum: transmission electron microscopy. J Cell
Mol Med. 2011; 15(1): 26-30. F.I: 4.608 (2010).

Cantarero |, Luesma MJ, Junquera C. The primary cilium of
telocytes in the vasculature: electron microscope imaging. J
Cell Mol Med. 2011. doi: 10.1111/j.1582-4934.2011.01312.x.
F.l: 4.608 (2010).

Junquera Escribano C, Cantarero Carmona |, Luesma
Bartolomé MJ, Soriano-Navarro M, Martinez-Ciriano C,
Castiella Muruzabal T, Garcia-Verdugo JM. The primary
cilium: A relevant characteristic in interstitial cells of rat
duodenum enteric plexus. Histol Histopathol. 2011; 26(4):
461-70. F.I: 2.502 (2010).

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Lavoie-Gagnon
C, Junquera Escribano C. Distribution of nestin protein:
immunohistochemical study in enteric plexus of rat
duodenum. Microsc Res Tech. 2011; 74(2): 148-52. F.I: 1.712
(2010).

97

98
99
105
109

113
117
121
125



DISCUSION.
CONCLUSIONES.
REFERENCIAS.

173
187
191

-21-



-22-



Introducciéon

-23-



=24 -



Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

I. El Sistema Nervioso Entérico.

El Sistema Nervioso Autonomo (SNA) o Vegetativo se divide en el
Sistema Nervioso Simpatico, el Parasimpatico y el Sistema Nervioso

Entérico (SNE).

El SNE difiere tanto estructural como funcionalmente de cualquier
otro componente del Sistema Nervioso Periférico (SNP) [Gershon, 1981;
Gabella, 1987]. A diferencia de otros ganglios auténomos, los ganglios
entéricos son avasculares y carecen en su interior de células del tejido
conectivo y por tanto de fibrillas de colageno. El apoyo estructural de las
neuronas entéricas no proviene del tejido conectivo o células de Schwann,
sino de una poblacién de célula gliales con caracteristicas morfoldgicas y
fenotipicas mds similares a los astrocitos del Sistema Nervioso Central
(SNC), que a las células de soporte de los ganglios simpdticos y
parasimpaticos [Gershon y Rothman, 1991]. Estas caracteristicas
morfoldgicas le proporcionan un entorno regulado y protegido similar al

SNC [Gabella, 1987].

El SNE es la mayor subdivisiéon del SNP y contiene tantas neuronas
como pueden encontrarse en la médula espinal [Furness y Costa, 1980;
Gershon, 1981, 1993]. Por otra parte, es el SNE el componente mas

complejo del SNP si consideramos los diferentes subtipos de neuronas y
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

su conectividad. Las neuronas entéricas pueden diferir en la expresion de
neurotransmisores, la morfologia, la electrofisiologia y la funcién [Costa et
al., 1996; Furness, 2000; Brookes, 2001]. El gran numero de neuronas
presentes en los plexos entéricos y su diversidad fenotipica se refleja en
circuitos complejos, que funcionan en gran medida independientemente
del SNC. De hecho, a pesar que el SNE conecta con el cerebro y los nucleos
de la médula espinal a través de las ramas simpaticas y parasimpaticas del
SNA [Luckensmeyer y Keast, 1998; Powley, 2000], el SNE es la Unica region
del SNP capaz de mediar una actividad refleja [Furness et al., 1995]. Por
tanto, dada su autonomia y semejanza estructural y neuroquimica con el

SNC, el SNE ha sido denominado el "segundo cerebro" [Gershon, 1998].

1. Estructura y organizacion.

El SNE se compone de un gran nimero de neuronas y células gliales
agrupadas en ganglios, interconectados e intercalados en la pared del
intestino. Dichos ganglios entéricos se organizan en dos plexos principales:
el plexo de Auerbach o mientérico situado entre la capa de musculatura
lisa longitudinal y circular, y el plexo de Meissner o submucoso localizado

en la propia capa submucosa (Figura 1).

En los mamiferos pequefios, el plexo submucoso se limita al
intestino delgado y al intestino grueso, mientras que en los mamiferos

grandes, incluyendo los seres humanos, también pueden encontrarse
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

ganglios submucosos en el estdmago. En general, el tamaino de los
ganglios del SNE varia entre los propios plexos (normalmente los ganglios
mientéricos son considerablemente mayores que los ganglios
submucosos), entre las regiones del intestino y segun las especies

consideradas [Furness, 2006].

En relacion con estos plexos cldsicamente establecidos,

encontramos una red celular formada por las células intersticiales de Cajal

analizadas en el apartado Il.

Figura 1. Disposicion Plexo Mientérico

.. Musculatura circular
de los plexos entéricos

en el intestino delgado.

[A] Apariencia de las
d El Musculatura €

capas separadas. longitudinal

plexo mientérico

contiene NUMeErosos

ganglios y haces de Arteria Submucosa

. . Muscularis mucosa
fibras nerviosas B

conectadas. EI plexo
submucoso proporciona
fibras nerviosas
principalmente a la ';:'-'" N Plexo Mientérico
mucosa. [B] Seccion
transversal de  los

plexos entéricos del

3 Ple;m Muscular
Profundo

Plexo mucoso

intestino. Furness 'y
Costa, 1980.
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

2. Funciones.

Las neuronas entéricas realizan sinapsis con otras neuronas
entéricas e inervan el musculo, el epitelio y los vasos sanguineos del

aparato digestivo.

El SNE estd involucrado en la regulacion de las actividades
fundamentales de la pared intestinal, tales como el peristaltismo, la
secrecion epitelial, la absorcion de nutrientes, el flujo sanguineo e
inmunologico y los procesos inflamatorios [Kunze y Furness, 1999]. En los
mamiferos pequefios, el control de la motilidad intestinal se realiza
principalmente por el plexo mientérico, mientras que las neuronas
submucosas son las principales responsables de la regulacion de la
secrecion, la absorcion y las funciones vasculares del intestino. En cambio,
en mamiferos mas grandes, algunas neuronas submucosas participan
directamente, junto con el plexo mientérico, en el control de los reflejos
de la motilidad [Timmermans et al., 2001]. Debido a su papel critico en las
actividades fundamentales del tracto gastrointestinal, el SNE es
absolutamente esencial para todas las etapas de la vida postnatal. Por lo
tanto, los ratones que carecen del SNE en todo el tracto gastrointestinal
[Southard-Smith et al., 1998] o en determinadas regiones, tales como el
esofago [Guillemot et al., 1993] o el intestino delgado e intestino grueso
[Schuchardt et al., 1994; de Graaf et al.,, 2001], por lo general mueren

dentro de las primeras 24 horas de vida.
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

3. Origen embrionario.

El SNE deriva de la cresta neural, una estructura transitoria que se
extiende a lo largo del eje rostro-caudal en el embridn de vertebrados en
desarrollo [Yntema y Hammond, 1954; Le Douarin y Teillet, 1973]. Las
células derivadas de la cresta neural comprenden una poblacidon
heterogénea de células progenitoras migratorias que parten del tubo
neural dorsal durante la embriogénesis. Las células de la cresta neural,
que incluyen células madre de la cresta neural, siguen rutas de migracion
estereotipicas para colonizar lugares embrionarios especificos y generar
asi un rango de células derivadas diferentes, tales como, las neuronas y la
glia del SNE y de los ganglios auténomos y sensoriales del SNP, las células
de Schwann, los melanocitos, las células cromafines de la médula adrenal
y gran parte del tejido conectivo y esquelético de las estructuras

craneofaciales (Figura 2) [Le Douarin y Dupin, 2003].

MNeuronas y glia Ectomesénquima

de los ganglios ﬁ‘g:fb ,f&

autonomos y % ‘5 g *m=
sensoriales del — -
SNP / /[% e
Cartilagoy D ) e %z_,—'i
médula osea / o Ventral ?\o‘g‘ ‘ \qs' =
e Neuronas y glia
4 Q del SNE
pL I

= 4
Tejido conectivo L 4

Cé&lulas cromafings
Figura 2. Migracion de las células de la cresta neural hacia diferentes tipos celulares.

Modificado de Knecht y Bronner-Fraser, 2002.
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

El origen del SNE a partir de la cresta neural fue sugerido por
primera vez por Yntema y Hammond (1954). En una serie de estudios
basados en la ablacidon, Yntema y Hammond demostraron que en
ausencia de la cresta neural, el SNE no desarrolla un intestino
histologicamente normal. Estos resultados fueron confirmados mas tarde
por Le Douarin y Teillet (1973) utilizando quimeras pollo-codorniz. Las
células de la cresta neural de codorniz fueron injertadas en embriones de
pollo antes de la migraciéon, y como resultado se observaron neuronas de
codorniz y células gliales en el intestino de los embriones de pollo
injertados, apoyando el origen del SNE en la cresta neural [Le Douarin y
Teillet, 1973]. Estudios de linaje celular revelaron un origen similar para el
SNE de mamiferos (ratén) [SerbedZija et al., 1991]. Sin embargo, a pesar
gue las células de la cresta neural son producidas a partir de toda la
longitud del eje neural, sélo ciertas regiones bien definidas dan lugar al

SNE, concretamente la regidn vagal y sacra (Figura 3).
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Ogogo000e '.-d\*““ QJ(

)

Celulasde la cresta neural
I Vagal [7] Sacra

Figura 3. El diagrama muestra el nivel anterior y posterior del eje neural embrionario
de pollo donde se originan las células ganglionares entéricas. Los neuroblastos que
surgen del nivel anterior (comprendido entre el somita 1 y 7) colonizan la totalidad del
intestino. Ademas, aquellos neuroblastos situados en la region posterior al somita 28,
contribuyen solo a la formacion de los ganglios postumbilicales. La cresta neural de la

region cervical y dorsal (desde el somita 8 al 28) no proporciona células ganglionares
entéricas. Modificado de Le Douariny Teillet, 1973.
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

Contribucion de la cresta neural vagal al SNE.

La identificacion de la cresta neural vagal, como la principal fuente
de células del SNE, se logré realizando ablaciones selectivas en embriones

de pollo a diferentes niveles axiales [Yntema y Hammond, 1954].

Hoy en dia se sabe que la cresta vagal es el Unico nivel axial que
proporciona precursores para la totalidad del tracto gastrointestinal
[Yntema y Hammond, 1954; Epstein et al., 1994]. Ubicados a nivel de los
somitas 1-7, la cresta vagal integra las células madre de la cresta neural
qgue dan lugar a la mayoria de las neuronas y células gliales del SNE
[Yntema y Hammond, 1954; Le Douarin y Teillet, 1973; Newgreen, 1979;
Durbec et al., 1996].

El tiempo de colonizacion del intestino embrionario por las células
de la cresta neural vagal ha sido analizado usando marcadores celulares y
lineas transgénicas. Estos estudios demostraron que los progenitores
vagales del SNE, llamados células madre de la cresta neural pre-entérica,
se desprenden del tubo neural entre el dia embrionario E8.5-9 en ratones,
e inician la  migracién, primero ventralmente y luego
ventromedialmente, hasta que entran en el intestino anterior el dia E9.5.
Una vez dentro del intestino, las ahora denominadas células madre de la
cresta neural entérica se expanden por el intestino medio y se aproximan
a la unidn ileocecal el dia E10.5. El dia E11.5 han pasado el ciego y el E12.5

han entrado en el intestino posterior. La colonizacion se completa
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Introduccion. El Sistema Nervioso Entérico

alrededor de E14.5 cuando las células de la cresta neural entérica llegan al
final del intestino posterior. En este punto, las células de la cresta neural
entérica vagal se mezclan con células de origen sacro que estan migrando
caudo-rostralmente [Kapur et al., 1992; Young et al., 1998, 1999;
Druckenbrod y Epstein, 2005; Anderson et al., 2006a].

Contribucion de la cresta neural sacra al SNE.

La cresta neural vagal no es la Unica fuente de células para el SNE.
Una combinacion de estudios de linaje celular utilizando injertos pollo-
codorniz, el marcador retrégrado fluorescente Dil (1,1’- dioctadecil-
3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianinaperclorato) y retrovirus demostraron
gue algunas células que colonizan el SNE derivan de la cresta neural a
nivel del sacro [Le Douarin y Teillet, 1973; SerbedZija et al., 1991;
Pomeranz et al., 1993; Burns y Douarin, 1998]. Del mismo modo, diversos
estudios, utilizando modelos de animales transgénicos, revelaron que se
trata de una contribucién menor pero adicional [Kapur, 2000; Anderson et

al., 2006b].

La cresta neural sacra se encuentra caudalmente a nivel del somita
28 en aves y el somita 24 en ratones y sélo coloniza el intestino post-
umbilical [Le Douarin y Teillet, 1973; Burns y Douarin, 1998]. El tiempo de
llegada de las células de la cresta neural sacra, al intestino grueso y sus
fenotipos derivados, ha sido examinado tanto en embriones de pollo

como de ratodn. Inicialmente, las células de la cresta neural sacra migran
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ventralmente para poblar el mesénquima pélvico y el nervio de Remak
(Unico en las aves), y luego hacen una pausa en su migracién fuera del
intestino posterior. Tras la llegada de las células de la cresta neural
entérica vagal, los progenitores sacros invaden el intestino posterior
(aproximadamente el dia E7.5 en aves y E13.5 en ratones) contribuyendo
a la colonizacidn de la region distal del intestino [Burns y Douarin, 1998;
Kapur, 2000; Anderson et al., 2006b]. Las células de la cresta neural sacra
dan lugar también a neuronas y células gliales, pero en comparaciéon con
la cresta neural vagal, la proporcidn es pequena y disminuye rostralmente

[Burns y Douarin, 1998].

Durante las primeras etapas de la migracion, las células de la cresta
neural entérica se propagan a través del mesénquima, pero poco después
de colonizar una regién, forman una capa estrecha entre la musculatura
longitudinal y circular, el esbozo del plexo mientérico. Por el contrario,
so6lo 2-3 dias después, surge una migracion secundaria centripeta desde
células locales mientéricas para formar el plexo submucoso [Gershon et

al., 1980; Kapur et al., 1992; Jiang et al., 2003].

Las células de la cresta neural entérica ademas de migrar lejos de
los puntos de entrada del intestino y extenderse de manera uniforme a
través de él, responden a fuertes sefiales de proliferacion aumentando su

numero drasticamente [Gianino et al., 2003].
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El desarrollo del SNE es un proceso complejo y asincrdnico, basado
en el control de la migracidn celular, la proliferacién y la diferenciaciéon de
células de la cresta neural entérica y su progenie de forma controlada
espacio-temporalmente. El control adecuado de estos procesos celulares

es absolutamente esencial para la formacién de un SNE funcional.
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Il. Las células intersticiales de Cajal.

El neuroanatdmico espainol Santiago Ramodn y Cajal describid una
red de células anastomosadas en la pared intestinal y examind la posicion
intersticial de estas células entre las terminaciones nerviosas y las células
musculares lisas [Cajal 1892, 1893], posicion no casual, sino incluso
estratégica. Tanto en los humanos como en el resto de mamiferos, las
células intersticiales de Cajal (ICC) son wunas células con largas
prolongaciones ramificadas que se organizan en redes asociadas a los
plexos del SNE. A lo largo de la pared intestinal, existen variaciones
caracteristicas en cuanto a su organizacion y estructura segun su
distribucion entre las diferentes regiones del intestino y las especies
[Faussone-Pellegrini, 1987a, 1987b, 1992; Christensen, 1992; Christensen
et al., 1992; Komuro et al., 1996; 1999; Faussone-Pellegrini y Thuneberg
1999; Rumessen y Vanderwinden 2003].

El desarrollo de la historia de las ICC, desde 1860 hasta la
actualidad, viene dado por la aplicacion de métodos especificos y la
eleccién adecuada de las muestras bioldgicas. A continuacién, se
describen en relacidon con las ICC, los acontecimientos mas importantes
ordenados cronolégicamente [Pei-Lin, 1940; Thuneberg, 1999 review;
Faussone-Pellegrini, 2005 review; Garcia-Lépez et al., 2009 review],

indicando incluso comentarios textuales de los distintos autores.
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1. Concepto y revision historica.

Entre 1889 y 1911, Santiago Ramdn y Cajal (premio Nobel en 1906)
publica una serie de articulos dedicados al SNE donde describe a un nuevo
tipo celular, clasificado por él cdmo neuronas primitivas accesorias. Aparte
del plexo de Auerbach vy el plexo de Meissner, Cajal localiza en las paredes
del intestino de rana [Cajal, 1892] y mamiferos [Cajal, 1893], otros tres
plexos mas: el plexo muscular profundo, el plexo periglandular y los plexos
intravellosos; descubrimientos de gran interés y poco destacados en la
obra de Cajal (Figura 5). Primero con el método de Golgi y posteriormente
con la tincién vital de azul de metileno, Cajal describe unas “células
fusiformes 0 triangulares de pequeina talla, pobres en protoplasma, del
cual parten varias expansiones varicosas, larguisimas y de ordinario

ramificadas en dngulo recto”.

Figura 5. Dibujos de Cga
sobre las ICC. [A] Mucosa
intestinal de cobaya. Método de
Golgi. Células  nerviosas
intersticidles  (af) en las
vellosidades vy en € plexo
periglandular. Cajal, 1893. [B]
Plexo muscular profundo de rata
Cajal, 1911.
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No es hasta 1889, cuando Cajal escribe su primer articulo donde a
estas neuronas primitivas accesorias las denomina células intersticiales. A
su juicio, estas células debian ser de tal relevancia que en su biografia
escribio:

"...mis estudios sobre el sistema nervioso simpdtico del intestino
fueron tal vez no tan importantes, pero no menos importante fue haber

visto a un nuevo tipo de células".

Sus contempordneos no eran de la misma opinién, de tal manera
gue Van Gehuchten refiri6 que cuando Cajal describid estas células en la
3rd Reunion Anatomischen Geselleschaft en Berlin (1889) "solo provoco a

su alrededor sonrisas de incredulidad".

La naturaleza de las células intersticiales en este periodo de tiempo
era motivo de controversia y se argumentaban dos puntos de vista

contradictorios:

» Un grupo de investigadores las consideraban como células del
tejido nervioso. En 1889, Cajal demostroé la presencia de una red de
neurofibrillas en estas células, con varicosidades en sus
prolongaciones y un intenso marcaje al azul de metileno. Este hecho
llevo a Cajal y su discipulo La Villa (1897) a considerarlas de caracter
nervioso. Tras su intento fallido de demostrar alguna conexién con
fibras nerviosas intrinsecas y extrinsecas, algunos autores utilizaban

otros términos para denominar a estas células: segun Schulz (1895)
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y Mideller (1920) eran células nerviosas simpdticas; para Bethe
(1903) y Prentiss (1904) una red celular nerviosa periférica; o Tiegs
(1925), quien describe una red de células nerviosas en la pared del
intestino (aparentemente idénticas a las ICC), postula incluso que
son el origen de la llamada contracciéon miogénica de la pared

intestinal.

» Para un segundo grupo, sin embargo, las células intersticiales se
correspondian con células del tejido conectivo. Wiegandt (1860) ya
proporciond una visién temprana de las neuronas intersticiales, mas
tarde descritas por Cajal (1889) en las vellosidades intestinales, bajo

el nombre de células del tejido conectivo (Figura 6).

Figura 6. Dibujo de una
vellosidad intestinal de rana. En
el estroma velloso, células del
tgjido conectivo. Wiegandt,
1860.

Mas tarde, Dogiel (1895) estaba convencido que las células
intersticiales eran una clara e inequivoca confirmacion de la existencia a

nivel del intestino de un sincitio neuronal (Figura 7), pero por otro lado,
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siendo incapaz de encontrar las neurofibrillas referidas por Cajal en estas
células, y tras no observar ninguna conexion entre ellas y las fibras
nerviosas del plexo entérico, al igual que Kolliker (1896), no descartaba la
posibilidad que fueran células del tejido conectivo, en particular
fibroblastos o macrdéfagos. A este mismo autor se le atribuye la

denominacién de célula intersticial de Cajal en honor a su descubridor.

Figura 7. Dibujo de las céulas
intersticiales asociadas a plexo de
Auerbach del intestino delgado de
cobaya. Tincién con azul de metileno
vital de Ehrlich. Dogiel, 1895.

Posteriormente, diversos autores tales como Huber (1897), Ebner
(1889-1902), Heidenhain (1911), Kuntz (1922), Tello (1922), Johnson
(1925) y Oshima (1929), quienes incapaces de encontrar las neurofibrillas
en estas células, apoyaron el punto de vista de Dogiel, y defienden que se
trata de un tipo especial de células del tejido conectivo. Es de resaltar,
gue los argumentos a favor de este punto de vista se basaron

principalmente en resultados negativos.

Este debate paso a un segundo plano cuando por aquella época se
especulaba sobre la naturaleza individual o sincitial de las neuronas. El

primer articulo de Cajal sobre el Sistema Nervioso (1888) propone que las
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neuronas finalizan libremente, y que ellas se conectan entre si por
contigliidad y no por continuidad. Esta observacidon relevante era la
primera descripcién de la llamada teoria neuronal:

“a pesar de tener una forma compleja, las neuronas son unidades

independientes desde un punto de vista morfoldgico y fisioldgico”.

Propuso que todas las células nerviosas estaban formadas por un
cuerpo celular (soma), un axén y un gran numero de prolongaciones
(dendritas). Supuso que las neuronas se comunicaban entre si de manera
coherente y dedujo que las dendritas y los axones desempefan un papel
importante en el intercambio de informacion. En estos postulados se basa
la denominada teoria neuronal, cuyos principios son totalmente opuestos

a una segunda teoria vigente por aquellos entonces, la teoria reticular.

La teoria de la red, reticulo terminal o reticular defendida por el
anatdmico aleman Von Gerlach (1873), y apoyada mas tarde por Camilo
Golgi, premio Nobel en 1906, era ampliamente aceptada por los
neurdlogos de la época. Segun esta teoria, las prolongaciones
protoplasmaticas de las células nerviosas, con sus divisiones y
subdivisiones, se transforman sucesivamente en un gran numero de
fibrillas muy finas y delgadas que se anastomosan, primeramente entre
ellas, y luego con las prolongaciones similares de las células nerviosas
vecinas. De este modo resulta la formacion de una red difusa y continua
en toda la extensidon de la sustancia gris, para cuya formacidon concurren

todas las prolongaciones protoplasmaticas de las células nerviosas.
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La primera descripcién de Cajal sobre las ICC como neuronas era
contradictoria con su doctrina neuronal, ya que fue incapaz de reconocer
las terminaciones axonales en estas células que caracteristicamente
establecian una red tipica. A este respecto, Cajal reconocio a posteriori:
“No soy ni exclusivo ni dogmdtico. Estoy orgulloso de mantener una
flexibilidad mental que no tiene miedo de correccion. La discontinuidad
neuronal, muy evidente en innumerables ejemplos, pueden sufrir algunas
excepciones. Yo mismo he mencionado algunos de ellos, por ejemplo, las
probablemente existentes en las gldndulas, los vasos y los intestinos -mis

neuronas intersticiales-".

La mayoria de los documentos que examinan la naturaleza de las
ICC en este periodo reflejan la lucha entre neuronistas y reticularistas. En
una visién retrospectiva, el verdadero problema era que no existia un
método disponible que permitiera observar los detalles necesarios para

decidir si existian o no verdaderas redes sincitiales.

La Unica voz que dio crédito a Cajal fue la de Keith, premio Nobel en
1915 y descubridor del nodo sinoauricular, quien escribié en 1914-1915:

“Hace unos afos retomé una investigacion sobre la region ileo-cecal
del intestino con el objetivo de arrojar mds luz sobre este sistema de
tejidos en los que los latidos del corazdon se plantea, y por la que se

propaga a lo largo de auriculas y ventriculos...”.
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“...el intestino, debido a su estructura y modo de accion, parecia muy
probable que revele informacion sobre la historia temprana de los

sistemas nodales y haces de fibras del corazon...”

Keith, en sus estudios de la unién ileo-cecal del intestino de rata,
puso de manifiesto la presencia de numerosas células ramificadas, no de
naturaleza conectiva, cuyas prolongaciones se unian, por una parte, a las
células musculares, y por otra, a las prolongaciones de las verdaderas
células ganglionares. El considerd a estas células intermedias “como la
posible representacion del tejido nodal del corazon”. Keith era, por lo
tanto, el Unico que durante este periodo considerd a estas células de
naturaleza muscular y tuvo la intuicion que podrian “constituir un sistema

marcapasos en el musculo intestinal".

En 1925 surge el método de impregnacion argéntica de
Bielschowsky-Gros para el estudio de las formaciones finales del SNA. Con
esta nueva técnica, en numerosas publicaciones se confunden las ICC con
las células de Schwann. Woollard (1926), en su estudio sobre la inervacion
de los vasos sanguineos, observd un tipo similar de red celular en los
pequeinos y grandes vasos. No hizo ningun comentario sobre la naturaleza
de esta red celular, pero si hincapié en el hecho que las células
ramificantes grandes estaban estrechamente relacionadas con las fibras
nerviosas amielinicas y que dichas células persistian después de la

denervacion por eliminacion del tronco simpatico.
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Lawrentjew (1929) afirma haber demostrado neurofibrillas en estas
células y se refiere a ellas como lemnoblastos. Considera a la red de
células intersticiales como una estructura sincitial y sostiene que son la
parte final de un tejido conductor protoplasmatico del SNA (“als
Endglieder einer protoplasmatischen Leitungsbahn des Auténomos
Nerven systems”). Este concepto de lemnoblasto fue aceptado por
muchos autores pero con algunas modificaciones. De igual manera,
Lawrentjew descarta que las ICC sean células de Schwann argumentando
que:

“las neurofibrillas toman complejas trayectorias desviadas
alrededor de los nucleos en lugar de pegarse a un lado” y “si el citoplasma
alrededor de un nucleo estd lo suficiente intensamente impregnado,
entonces la apariencia se convierte en una célula fusiforme o triangular

con finas y largas terminaciones divergentes”.

Al mismo tiempo, Stoehr (1932) y sus alumnos Reiser (1933) vy
Riegele (1932) pensaban que estas células intersticiales eran idénticas a
las células de Schwann vy las interpretaban como un tejido (Leitgewebe) o
un “plasmodio conductor” (Leitplasmodium) de fibras nerviosas
periféricas, es decir, consideraban este tejido conductor junto con las
fibras nerviosas embebidas en su protoplasma como un plasmodio
terminal nervioso:

“Si las células pueden ser consideradas como neuronas, esta seria

una cuestion de menor importancia”.
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Schabadasch (1934), quien describié el plexo submucoso externo,
mantiene la opinidn que estas células pueden significar algo mdas que una

mera célula de revestimiento (lemnoblasto).

Con la muerte de Cajal en 1934, la teoria neuronal pierde su
principal defensor. Esto, junto con una escasez de nuevas pruebas en
apoyo a la discontinuidad sindptica, hizo renacer a los reticularistas y con
ello una serie de publicaciones en defensa de esta teoria. A destacar son
las contribuciones de Boeke (1935), quien mientras admite la teoria
lemnoblastica, compara las ICC con las células ganglionares primitivas de

los invertebrados como originariamente sugirio Cajal.

La primera tesis doctoral sobre las ICC fue escrita por un discipulo
de Boeke, Leeuwe en 1937, en donde se demuestra por un lado, la
naturaleza ganglionar de las ICC (las células intersticiales son por lo
general bien tefiidas con azul de metileno, mientras que las células de
Schwann no), y por otro, se revela las conexiones sincitiales de estas
células, no solo con las células ganglionares ordinarias, sino también con
todas las formas de transicion entre las ICC y dichas células ganglionares.
Meyling (1938) no solo apoya la evidencia de Leeuwe sino que ademas

presupone su caracter sensitivo o motor.

En 1940, Li describid, claramente y por primera vez, una subdivisiéon
en la capa muscular circular del intestino delgado, en donde dos redes

celulares estaban presentes: una, entre la capa longitudinal y circular (las
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ICC del plexo mientérico); y otra, situada a nivel de la capa de musculatura
circular originando una subdivision en ella (las ICC del plexo muscular
profundo). En su opinion, estas redes estaban compuestas por "una
verdadera estructura sincitial formada por células intersticiales de Cajal

con sus numerosas prolongaciones en anastomosis".

Mas tarde, Nonidez (1944) en su articulo “El estado actual de Ia

III

Teoria Neuronal” presenta una sobria explicacidon de la lucha entre ambas
teorias. Defensor del reticularismo, sin embargo, escribe:

“Si bien es cierto que, sin duda, ejemplos de la continuidad de las
células ganglionares se puede encontrar especialmente en los plexos

entéricos, las llamadas células intersticiales...”

Después, el fisidlogo Ambache (1947) demostré que las ondas
lentas eléctricas ejercian una funcidn de regulacion sobre las
contracciones intestinales, es decir, existia una actividad marcapasos
intestinal:

"...el tejido que tiene mds probabilidad de estar involucrado es la
red de nervios que se presentan rodeando al plexo de Auerbach y en los

intersticios del musculo liso".

En este periodo, ademas de los métodos de tincidon que ya se han
mencionado, los métodos de Champy y Champy-Maillet (acido
dsmico/potasio y acido dsmico/yoduro de zinc) se utilizaron ampliamente.

Dado que estos métodos fueron excelentes para el tejido nervioso

-47 -



Introduccion. Las células intersticiales de Cajal

periférico, muchos investigadores confirmaron que las ICC co-marcadas
eran neuronas, por ejemplo, “las células intersticiales autonémicas” de
Meylin en 1953. Tal vez la razdén por la cual Keith en 1925 (células
intermedias) y mads tarde Feyrter en 1951 (células intercaladas) llegaron a
una conclusién totalmente contraria, fuera el uso no especifico de
métodos de tincion, donde la naturaleza de células individualizadas no

podia ser reconocida.

Hasta la fecha, las neuronas intersticiales de Cajal fueron
consideradas de escaso interés y practicamente olvidadas. En realidad, el
verdadero problema es que hasta 1960 no llegd a existir ni los métodos ni
los instrumentos que pudieran ayudar a esclarecer la naturaleza de estas

células.

Hacia 1960, la realidad de las neuronas y sus conexiones sinapticas
fue establecida por criterios ultraestructurales, y las células intersticiales
fueron relegadas a fibroblastos o células de Schwann. Algunas razones por
la cual existia esta corriente de desconocimiento era por ejemplo, la
dificultad que suponia correlacionar los resultados observados en
microscopia Optica y electrénica, sobre todo en aquellos tejidos donde
residian tanto ICC como los auténticos fibroblastos, o bien, la incapacidad
de preservar las ICC con los métodos de fijacion existentes hasta el

momento.
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En los siguientes afios son tres los nombres a destacar: el
neurohistdlogo francés Jacques Taxi, el neurohistélogo aleman Werner
Stach, y el fisi6logo canadiense, farmacéutico y anatémico Edwin E.
Daniel. La importancia de los estudios de Taxi radica en la combinacién de
una amplia experiencia en la identificacion de las ICC al microscopio dptico
con un alto nivel de conocimiento sobre microscopia electrdnica.
Basdndose en los métodos utilizados por Cajal para la identificacion de las
ICC y en combinacién con las pruebas ultraestructurales, Taxi distingue
claramente las ICC de las neuronas, las células de Schwann, las células del
musculo liso, los fibroblastos y los macréfagos. En 1965, Taxi llegd a la
conclusion que las ICC eran un tipo celular separado, sugiriendo incluso
una nueva designacion ''célula neuronoide”, célula similar a las neuronas
soélo por su tendencia a la co-tincidn con los nervios. Simultdneamente,
Richardson (1958) no encuentra evidencias ultraestructurales para apoyar
que las ICC constituyen un vinculo definitivo entre los nervios y el
musculo, y defiende que estas células son 'elementos del tejido
conjuntivo, probablemente fibroblastos, en lugar de células nerviosas

primitivas''.

Toda una serie de informes publicados en el periodo 1960-1970
apoyan esta conclusién, pero no fue hasta 1969, cuando Imaizumi y Hama
estudiando la molleja del agaporni, y mas tarde Yamamoto (1977) en sus
estudios sobre el intestino delgado del ratdn y el murciélago, se llegé a la
conclusion que las ICC pueden desempenar un papel en la transmision de

estimulos entre los axones y el musculo liso. Sugieren por tanto, que las
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ICC puede estar estrechamente relacionadas con las células musculares
lisas: derivandose de ellas o bien, ser células musculares lisas

indiferenciadas o inmaduras.

Por el contrario, los trabajos de Stach y Daniel sirvieron de base
para un renacimiento del interés por dichas células. Stach fue pionero en
los estudios de las ICC en el colon y describe la organizacion de estas
células en el borde de la submucosa con la capa de musculatura circular
en la rata. En 1972, demuestra las relaciones intimas entre los axones y las
ICC del plexo submucoso, que al mismo tiempo tienen estrechos contactos
con las células musculares lisas situadas en el borde de la capa muscular
circular. En este mismo afio manifiesta:

"Las células intersticiales de Cajal son un tipo particular de células
musculares lisas...",

y mas tarde especifica:

"Como células nerviosas o como células que forman parte de una
formacion final vegetativa, las células intersticiales de Cajal han jugado un
papel muy importante en la discusion de la inervacion del tejido efector.
Como células de Schwann, su importancia, sin duda, paso a ser reducida; y
bajo el papel de células del tejido conjuntivo (fibroblastos, macrdéfagos),
perdio importancia casi en su totalidad. Como células especificamente
inervadas y con relacion inequivoca demostrada con las células musculares
lisas del tracto gastrointestinal, el interés en ellas debe aumentar de

nuevo".
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Acerca de Eduardo Daniel, dos contribuciones en el 4th Simposio
Internacional sobre motilidad gastrointestinal (1973) testificaron Ia
participacion de las ICC en los mecanismos de regulacion miogénica: “E/
plexo muscular profundo en el intestino delgado canino” de Duchon,
Herrera y Daniel; y “Los mecanismos de acoplamiento” de Oki y Daniel. En
cuanto al plexo muscular profundo, algunos seguidores del laboratorio de
Daniel confirmaron que, tanto la organizacion especifica del plexo
muscular profundo, como las ICC asociadas al mismo, son cruciales para la
mediacién de la inhibicién no-adrenérgica y no-colinérgica de la capa
muscular circular. A pesar del planteamiento anterior, otro investigador
del grupo de Daniel, Duchon, las consideraba como células de naturaleza
hibrida, un tipo celular separado que combina caracteristicas

ultraestructurales de células musculares y células de Schwann.

En la revision de 1977 Daniel da un paso mas y sugiere que las ICC
asociadas al plexo muscular profundo:

“.claramente se colocan convenientemente para transmitir
informacion mecdnica, eléctrica o quimica entre la musculatura circular y
los nervios. Tenemos un -organo- el cudl: 1) Se coloca estratégicamente
en serie entre las capas de musculatura circular, y si hubiera distension o
contraccion muscular en términos de deformacion; 2) podria transmitir
ondas lentas o unos picos de actividad eléctrica desde las células de la
musculatura circular, via células hibridas, a los axones nerviosos,
posiblemente utilizando un transmisor quimico o el flujo de corriente; 3)

podria igualmente transmitir informacion por la deformacion de la célula
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hibrida hacia los nervios y el musculo, y 4) podria responder a mediadores
liberados por los nervios y transmitir esta informacion a las células

musculares...”.

De gran importancia es la evidencia electrofisiolégica de Daniel y
Tomita a finales de este periodo donde se demuestra ondas lentas de
maxima amplitud en el intersticio, entre la capa de musculatura
longitudinal y circular. En 1981, Tomita discute el lugar de origen de
dichas ondas:

“..es posible que algunas células particulares, las cuales se ubican
entre las capas musculares, actiuen como marcapasos de las ondas lentas y
activen tanto a la musculatura longitudinal como a la circular...”

argumenta, ademas, que:

“..las discrepancias entre los resultados obtenidos con capas
musculares separadas puede ser entendido, si estas células marcapasos se
unen a una capa de musculo longitudinal o circular...”,

hipotesis mas tarde confirmada por Suzuki en 1986 y Hara en 1986.

Paralelamente, se realizaron los primeros estudios a nivel
ultraestructural de las ICC. La microscopia electrénica de transmision
(MET) aporta datos relevantes en cuanto a localizacién, caracteristicas
citoplasmaticas, contactos con otros tipos celulares o simplemente

posicion en el intestino [Faussone-Pellegrini, 1987a; Thuneberg, 1982].
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A pesar de la enorme division dogmatica sobre la naturaleza de
estas células, un hallazgo de gran transcendencia en relaciéon con las ICC
tuvo lugar en el siglo XX: el descubrimiento de la expresion del receptor
tirosin-quinasa c-Kit por Maeda en 1992. El uso de este marcador
especifico permitido no solo identificar de forma inequivoca a las células
intersticiales, sino también iniciar las investigaciones sobre el origen de

estas células.

A partir del afio 2000, el niumero de publicaciones acerca de las ICC
se ha incrementado exponencialmente (Grafica 1). El interés por estas
células en los ultimos afios esta basado en la ampliacién de técnicas de
analisis que permiten realizar estudios de inmunolocalizacion de
proteinas, relacionar las ICC con patologias concretas o afianzar viejas
ideas. La busqueda de estas células fuera del tracto gastrointestinal asi
como el conocimiento de sus funciones en estas localizaciones son el

objetivo de las actuales investigaciones.
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Grafica 1. Comparacion del nimero de publicaciones sobre las ICC desde 1970 hastala
actualidad.

2. El receptor c-Kit.

El receptor c-Kit es esencial para el desarrollo y el mantenimiento

de las ICC [Beckett et al., 2007].

En 1986, Besmer identific6 un nuevo oncogén en el virus del
sarcoma felino de Hardy-Zuckerman 4 (HZ4-FeSV) denominado v-Kit
[Besmer et al., 1986]. Un afio mas tarde, el homélogo celular humano (c-
Kit) fue identificado y caracterizado por Yarden y colaboradores [Yarden et
al., 1987]. El gen c-Kit codifica el receptor c-Kit o CD117, una glicoproteina
transmembrana de 145 KDa perteneciente a la clase lll de los receptores

tirosin-quinasa, estructuralmente similar al receptor del factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y al receptor del factor
estimulante de colonias (CSF) [Pauls et al., 2005]. Este gen se localiza en el
locus white spotting (W) del cromosoma 5 de ratdn [Geissler et al., 1988] y
en el brazo largo del cromosoma 4 (q12) de humanos [d’Auriol et al.,

1988].

El ligando de c-Kit es el producto del locus steel (sl) que codifica el
factor de células madre (SCF), también conocido como stem cell factor,
ligando c-Kit, factor de crecimiento de los mastocitos o factor de acero
[Martin et al., 1990]. Su gen se encuentra localizado en el extremo distal
del cromosoma 10 de ratén y en el brazo largo del cromosoma 12 en

humanos [Geissler et al., 1991].

El receptor c-Kit presenta un dominio extracelular responsable de Ia
union de su ligando especifico, el SCF, y cinco motivos de repeticidon
similar a las inmunoglobulinas; un dominio transmembrana simple y un
dominio intracelular, que a su vez presenta una zona de unién al ATP y
una zona catalitica (Figura 8). La unidn del SCF al dominio extracelular
promueve la dimerizacion de dos receptores, induciéndose la trans-
fosforilacion de los residuos de tirosina del dominio catalitico de ambos.
Esta estimulacion induce una fosforilacion y una activacién de diferentes
rutas de sefalizacién intracelular (como la cascada de las proteinas
quinasas activadas por mitdégenos -MAPK-), controldndose asi la
proliferacion, apoptosis, diferenciacion, adhesion y movilidad celular

[Kitamura y Hitotab, 2004].
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Factor de células madre (SCF)

Dominio de union al SCF

Dominio extracelular que contiene cinco
repeticiones de inmunoglobulinas

+ Dominio de dimerizacion

Membrana plasmatica ——

Dominio transmembrana
: Sitio de unidn del ATP

Proteinas adaptadoras que

se unen a tirosina Sitio catalitico

Figura 8. Estructura del receptor c-Kit. Kierszenbaum. Histologia y Biologia Celular.

Introduccion a la anatomia patol gica. 22 Edicién. Elsevier. Barcelona. (2008).

La expresion normal de c-Kit se observa en varios tejidos,
incluyendo: mastocitos, células progenitoras y células madre
hematopoyéticas, células intersticiales de Cajal [Maeda et al., 1992],
melanocitos y células germinales [Miettinen y Lasota, 2005]. Varios tipos
de mutaciones asociadas a una ganancia o pérdida de funcidén se han
asociado al locus white spotting, de tal manera que en el tracto
gastrointestinal, la patologia asociada mas frecuente son los tumores del
estroma gastrointestinal (GIST) originados a partir de las ICC. Aparecen
como resultado de una ganancia de funcién del receptor c-Kit, lo que
provoca una activacion constitutiva del receptor y de las subsiguientes
vias de senalizacién intracelular que regulan la proliferacién celular, la
diferenciacion y la apoptosis, lo cual confiere al clon celular las

caracteristicas de neoplasia [Nakahara et al., 1998].
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3. Distribucion en el tracto gastrointestinal.

Las ICC se han encontrado en todo el tracto gastrointestinal desde el

esofago [Faussone-Pellegrini y Cortesini, 1986; Torihashi et al., 1999] hasta

el esfinter interno del ano en el hombre [Hagger et al.,, 1998]. Estas

células muestran diferentes patrones de organizacion y caracteristicas

morfoldgicas dependiendo de su localizacién anatémica, de tal manera

que de acuerdo con estos criterios se clasifican en varios subtipos (Figura

9) [Komuro, 2006]:

a)

b)

Las ICC del plexo mientérico (ICC-MP). Se localizan entre la capa de
musculatura longitudinal y circular. Son células multipolares con 3-
5 prolongaciones primarias las cuales proyectan a su vez
prolongaciones secundarias e incluso terciarias, que conectan con
otras ICC formando una red alrededor del plexo mientérico (Figura

9A).

Las ICC de la submucosa y del plexo submucoso (ICC- SM e ICC-SMP
respectivamente). Se localizan en el tejido conectivo y en la capa de
musculatura circular en contacto con la capa submucosa. Son
células multipolares pero con pocas prolongaciones secundarias que
se situan en paralelo con las células musculares adyacentes (Figura

9B).
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c)

d)
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Las ICC del plexo muscular profundo (ICC- DMP). Se situan entre la
capa de musculatura lisa circular interna y externa. Son células
multipolares, pero la mayoria presentan unas prolongaciones
unidireccionales que tienden a contactar con los haces nerviosos y

las células musculares (Figura 9C).

Las ICC intramusculares (ICC-IM) estan localizadas en la propia capa
muscular, tanto circular (ICC-CM) como longitudinal (ICC-LM). Las
ICC-CM son células bipolares u ovaladas orientadas en paralelo a las
células musculares lisas. Su distribucidon y densidad varia en funcién
de la region del tubo digestivo en cuestion. Las ICC-CM del intestino
delgado a menudo muestran prolongaciones secundarias y se
localizan escasamente asociadas a los haces nerviosos. Por el
contrario, las ICC-CM del estomago y el colon se presentan en forma
de huso alargado y estan densamente distribuidas a lo largo de los
haces nerviosos. También se encuentran en los tabiques o septos
del tejido conectivo donde han sido especialmente designadas
como las ICC-SEP en la literatura [Horiguchi et al., 2001; Mazet y
Raynier, 2004]. Las ICC-LM son similares en morfologia pero
generalmente menos numerosas en comparacién con las anteriores

(Figura 9D).
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e) Las ICC de la capa serosa (ICC-SS). Este subtipo celular se restringe al
tejido conectivo de la capa serosa. Son células poco numerosas y

con una morfologia fundamentalmente estrellada.

Figura 9. MET. Subtipos de ICC en funcion de su localizacién en la pared del tracto
gastrointestinal. [A] ICC de plexo mientérico, [B] dd plexo submucoso, [C] del plexo

muscular profundo y [D] intramuscular.

La ubicaciéon de los diferentes subtipos de ICC se muestra

esquematicamente en la figura 10.
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4. Funciones.

En los ultimos veinte aios se ha establecido firmemente el papel de
las ICC en el tracto gastrointestinal. Los estudios morfofuncionales ligados
a ensayos con animales mutantes han permitido hacer una clara distincion
funcional de los subtipos de ICC. A dia de hoy, son tres las funciones
atribuidas a estas células: marcapasos intestinal, intermediarias en la
neurotransmision y mecano-receptoras; funciones versatiles que sin
embargo, son objeto de periddicas revisiones por la comunidad cientifica

debido a la aparicion continua de datos relevantes en este campo.
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4.1 Las células intersticiales de Cajal y su actividad como marcapasos.

El musculo liso gastrointestinal presenta contracciones ritmicas
espontaneas en ausencia de estimulacion neuronal y hormonal, las cuales
estan asociadas a sus funciones fisioldgicas. El potencial eléctrico del
musculo gastrointestinal es el producto de las contribuciones de dos tipos
celulares acoplados eléctricamente, las células musculares lisas y las ICC

[Sanders, 1996].

El objetivo principal de los estudios fisioldgicos en los ultimos veinte
afos ha sido conocer la naturaleza de las células generadoras de las ondas
gastrointestinales. En estudios realizados en estdmago e intestino
delgado, y mediante microelectrodos y colorantes fluorescentes como el
amarillo lucifer, se puso de manifiesto dos tipos de ondas
gastrointestinales: los potenciales marcapasos y las ondas lentas (Figura
11). Con frecuencias similares, pero con origenes distintos, los potenciales
marcapasos se ha demostrado que se generan principalmente por las ICC,
mientras que las ondas lentas por las células del musculo liso [Dickens et
al. 1999; Hirst y Edwards, 2001; Kito y Suzuki 2003]. A nivel
electrofisioldgico, los potenciales marcapasos suelen preceder a las ondas
lentas y en comparacion con ellas, tienen mayor amplitud y mayor
duracidn. Las ondas lentas, generadas en las células del musculo liso, son
consideradas como el resultado de la propagacion electrotonica pasiva de
los potenciales marcapasos de las ICC-MP fundamentalmente [Kito y

Suzuki, 2003].
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3s N 50 mV

| Il: 50 mv

Figura 11. Ondas lentas y potenciales marcapasos registrados en €l intestino delgado de
raton. [A] Sucesién de ondas lentas. [B] Sucesion de potenciales marcapasos. [C]
Superposicion de ondas lentas (a) y potenciales marcapasos (b) registrados a dta

velocidad desde la misma preparacion. Modificado de Kito y Suzuki, 2003.

Las ondas lentas se definen como despolarizaciones ciclicas de las
células musculares lisas mediadas por mecanismos iénicos. Una onda
lenta tipica consiste en una despolarizacién rapida, una repolarizacion
parcial y una meseta sostenida seguida de una repolarizacidon progresiva y
completa hasta restaurar el potencial de membrana en reposo. Dicho
potencial, en las células musculares lisas del intestino y recogido en un
bafio de 6rganos, varia aproximadamente en el rango de -50 a -70 mV. El
maximo potencial de membrana alcanzado durante una despolarizacion
de ondas lentas varia de una especie a otra y de un tramo a otro del
intestino, pero por lo general se encuentra entre -45 a -40 mV [Sarna,

2008].
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La funcidn de las ICC como generadoras de potenciales marcapasos
fue sugerida por Keith en 1915, dada las similaridades con sus estudios
sobre las células marcapasos en el nodo sinoatrial del corazén. Sin
embargo, la primera evidencia sobre la implicacion de las ICC en la
generacion de estos potenciales fue demostrada por Thuneberg en 1982:
por medio de una ablacidn fotoquimica, y garantizando mediante azul de
metileno la ausencia de ICC, observo un bloqueo en la actividad de los

potenciales marcapasos [Thuneberg, 1982].

Otros estudios han sido fundamentales para confirmar el papel de
las ICC vy la implicacién de cada subtipo en Ila generacion de los
potenciales marcapasos. Por ejemplo, el registro con un electrodo
intracelular vy la tincidn con azul de metileno se usaron para confirmar que
las ondas lentas sélo se observan en las células del musculo liso cuando
las ICC estan unidas a la capa muscular registrada [Suzuki et al., 1986]. Al
mismo tiempo, el registro intracelular sobre la capa muscular longitudinal,
circular interna y externa en el perro, gato, conejo, zorro y humano,
demostré que las ICC-MP son la principal fuente de potenciales
marcapasos en el intestino delgado [Hara et al., 1986]. Por el contrario, en
el colon, la regidon marcapasos reside en la superficie submucosal de la
capa de musculatura circular, ya que con la eliminaciéon de las ICC-SMP se
bloguea la generacién de ondas lentas [Smith et al., 1987]. Sin embargo,
la generacion del potencial marcapasos no solo estd mediada por las ICC-
MP y las ICC-SMP. En el cuerpo gastrico de la cobaya, donde las ICC-MP

estdn ausentes, la actividad marcapasos dominante, que a su vez origina
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actividad en otras regiones del estdbmago, es proporcionada por las ICC-IM
[Hashitani et al.,, 2005]. Con estos estudios pues, se determind que
Unicamente ciertas subpoblaciones de ICC actian como marcapasos

intestinal.

Se conoce que la red de ICC responsable de la actividad marcapasos
en cada region del tracto gastrointestinal estd bien formada en el
nacimiento. Esa ritmicidad eléctrica estd claramente presente en el
estdmago v el intestino delgado proximal antes del nacimiento, pero se
desarrolla poco después en el ileon y tras varios dias en el colon. Este
gradiente de desarrollo proximal-distal es dificil de explicar en base al
examen microscopico, puesto que la red de células intersticiales parece
estar bien desarrollada en todas las regiones al nacer. Sutiles diferencias
en cuanto a la expresién de conductancias idnicas pueden ser las
responsables del gradiente observado en el desarrollo de la actividad

marcapasos [Ward et al., 1997].

Mecanismos responsables de la actividad marcapasos.

Los canales idnicos expresados en la membrana plasmatica de las
ICC e implicados en la generacidn de los potenciales marcapasos son
fundamentalmente canales de calcio de tipo L y T [Huizinga et al., 1991;
Koh et al.,, 1998; Lee et al., 1999; Sanders et al., 2000, Boddy y Daniel,
2005]. Otros tipos de canales los cuales también participan en este

proceso son los canales de cloro activados por calcio, canales catidnicos
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no selectivos que intercambian principalmente iones sodio y calcio
[Farrugia, 1999; Huizinga et al., 2004] y canales de potasio activados por

calcio SK3 [Fujita et al., 2001].

Aunque el mecanismo de generacidn de la actividad marcapasos ha
sido origen de gran controversia, el papel del calcio intracelular en la
generaciéon de dicha actividad ha sido ampliamente demostrado
[Nakayama et al., 2007]. Por ejemplo, en el estdbmago de cobaya,
registros simultaneos del calcio intracelular y la actividad eléctrica en las
ICC puso de manifiesto que las oscilaciones del calcio intracelular se
sincronizan con los potenciales marcapasos, indicando la estrecha relacion
que existe entre ambos procesos. Estudios similares fueron también
realizados en las ICC del estdmago de raton y en la uretra de conejo [Liu et

al., 2005a, 2005b; Johnston et al., 2005].

Los niveles de calcio intracelular estan regulados por la entrada de
calcio extracelular y la liberacidon/absorcion desde los reservorios
intracelulares (mitocondrias y reticulo sarcoplasmico). La importancia
especifica de este idn se ha demostrado mediante experimentos donde se
ha reemplazado el calcio extracelular por magnesio, observandose un cese
en las oscilaciones de calcio intracelular y con ello los potenciales

marcapasos de las ICC [Torihashi et al., 2002; Johnston et al., 2005].

Sanders y colaboradores en 2006 sugieren la denominada “unidad

marcapasos”, compuesta por reservorios de calcio operados por inositol
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1,4,5-trifosfato (IP3), las mitocondrias adyacentes y los canales idnicos en
la membrana plasmatica de las ICC; los cuales forman la estructura basica

para generar la corriente marcapasos (Figura 12).

Electron transport
chain

.........

S i Tl Sl S S S S il S i R S S, PR B ahi S St S

Non-selective cation

channel
Na*

Figura 12. Mecanismo de corriente marcapasos |levado a cabo por canales de cationes
no selectivos. Modelo denominado “unidad marcapasos’ compuesto de reticulo
sarcoplasmico, mitocondrias y canales de cationes no selectivos en la membrana
plasmaticade las ICC. Sanders et al., 2006.

El origen de esta corriente se inicia por la liberacidén de calcio desde
los reservorios operados por IP3, por ejemplo del reticulo sarcopldasmicoy,
a continuacién, la alta concentracién de calcio intracelular produce la
absorcion de este idon por las mitocondrias adyacentes. La deplecion de
calcio cercano a la membrana plasmatica de las ICC activa a canales
cationicos no especificos, se crea una corriente hacia el interior y se
genera entonces el potencial marcapasos. En este proceso, se considera
una importante premisa el intercambio de calcio entre las reservas de

calcio y las mitocondrias adyacentes [Ward, 2000].
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4.2 Mediadoras de la neurotransmision.

El como los nervios transmiten sus senales para regular la actividad
del musculo liso es fundamental para la fisiologia entérica. Desde el punto
de vista tradicional de la neurotransmision, las varicosidades nerviosas
motoras liberan neurotransmisores que actuan sobre receptores en el
musculo liso causando su contraccién o relajacién. Sin embargo, en los
ultimos anos, la vieja hipdtesis que ciertas ICC pueden transducir senales
neuronales a las células musculares lisas ha sido resucitada. Esta hipotesis
estd basada en multiples evidencias, como la cercania y presencia de
sinapsis entre las varicosidades nerviosas y las ICC, las uniones gap entre
las ICC y las células musculares, y la relacion entre los receptores de
membrana de las ICC y las vias de sefalizacion de los neurotransmisores

[Daniel y Posey-Daniel, 1984].

Varios estudios han confirmado la relacién bioldgica y funcional que
existe entre las ICC y las fibras nerviosas entéricas [Daniel y Posey-Daniel,
1984; Ward, 2000; Ward y Sanders, 2001]. Concretamente multiples
evidencias inmunohistoquimicas y funcionales reflejan la contribucion
fundamental de las ICC-IM y las ICC-DMP en la neurotransmision [Toma et

al. 1999].
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Evidencias inmunohistoquimicas.

Las ICC poseen una gran variedad de receptores para determinados
neurotransmisores. Fibras nerviosas marcadas con neurotransmisores de
neuronas motoras excitatorias, tales como el transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT) y la sustancia P, estan estrechamente asociadas a los
cuerpos celulares y a las prolongaciones de las ICC-IM en el estdmago
[Beckett et al., 2003; Horiguchi et al., 2003] y con las ICC-DMP en el
intestino delgado [Lavin et al., 1998; Faussone-Pellegrini, 2006]. De la
misma forma, muchas neuronas motoras inhibidoras, que contienen la
oxido nitrico sintasa (NOS) y el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP),
estan estrechamente vinculadas tanto con el cuerpo celular como con las
prolongaciones de las ICC-IM [Ward, 2000; Beckett et al., 2003; Horiguchi
et al., 2003] y las ICC-DMP [Toma et al., 1999; Wang et al., 1999]. Estos
datos demuestran que las ICC estan densamente inervadas por neuronas
motoras entéricas excitadoras e inhibitorias. Adicionalmente, diferentes
receptores para ciertos neurotransmisores son expresados por las ICC

(Tabla 1).
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Receptors ICC location References

5-HT, 5-HT3, 5-HT4 subtypes ICC-MY Glatzle et al. (2002); Liu et al. (2005); Poole et al. (2006);
ICC-DMP

Bombesin, subtype-3 Almost in all ICC Porcher et al. (2005)

Cholecystokinin A ICC Patterson et al. (2001)

G protein-coupled, Protein Kinase A (PKA), ICC Southwell (2003); Poole et al. (2004)

Protein Kinase C (PKC)
Muscarinic acetylcholine, M2, M3 subtypes [CC-IM, ICC-MY  Epperson et al. (2000); lino and Nojyo (2006)

ICC-DMP
Neurokinin, NK1, NK3 subtypes ICC-IM, ICC-MY  Sternini et al. (1995); Grady et al. (1996); Portbury et al. (1996); Lavin et al. (1998);
ICC-DMP Epperson et al. (2000); lino et al. (2004)
Purinergic, P2Y1, P2Y4 subtypes P2X2, P2X5 ICC-IM, ICC-MY, Burnstock and Lavin (2002); Van Nassauw et al. (2006); Chen et al. (2007)
subtypes ICC-DMP
Somatostatin 2A ICC-DMP Sternini et al. (1997)
VIP ICC-IM, ICC-MY  Epperson et al. (2000)

VPACI subtype

Tabla 1. Receptores de diversos neurotransmisores expresados en las ICC. Garcia-

Lépez et al., 2009.

Evidencias funcionales.

La prueba funcional mas directa para el papel primordial de las ICC
en la neurotransmisidon motora entérica proviene de experimentos
realizados en estdmagos de ratones mutantes w/w" gue carecen de las
ICC-IM. En ausencia de este subtipo de ICC, las respuestas neuronales
postsindpticas a la neurotransmisidon excitatoria colinérgica e inhibitoria
nitrérgica estaban ausentes o muy atenuadas en las capas musculares
circulares del fundus y el antro gastrico [Ward, 2000; Beckett et al., 2003;
Suzuki et al., 2003].

Sin embargo, a dia de hoy, existen pocos datos sobre cémo los
impulsos nerviosos son transmitidos desde las ICC-IM a las células
musculares lisas. Aunque inicialmente las uniones gap fueron propuestas
para participar en este proceso, la investigacidon reciente utilizando

blogueantes de uniones gap sugiere que no son necesarias para la
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transmision o estimulacion nerviosa a la musculatura circular [Daniel,

2004; Daniel et al., 2007].

4.3 Sensores de estiramiento: mecano-receptoras.

El tracto gastrointestinal sufre considerables cambios de tamafio
durante el periodo digestivo e interdigestivo. Las respuestas motoras a los
cambios de volumen del estémago o el intestino han sido atribuidas a
respuestas neurales mediante reflejos locales y vagales, que facilitan, por
ejemplo, la acomodaciéon gastrica y el incremento de las contracciones

peristalticas [Paton y Vane, 1963].

La hipdtesis sobre una funcion mecano-receptora de las ICC ha sido
propuesta en varias ocasiones, basada en la existencia de unas estructuras
especiales llamadas uniones peg and socket, que pueden representar la
parte de las células musculares mas vulnerables a tal tensién [Faussone-
Pellegrini y Thuneberg, 1999]. Estas uniones peg and socket consisten en
un gancho de 0,5 a varios micrémetros de largo, que se extiende desde
una ICC o célula del musculo liso hacia un bolsillo estrecho o invaginacion
de la membrana plasmatica de otra célula muscular lisa vecina o ICC,
excluyendo los componentes del tejido conjuntivo en el espacio entre las
membranas fuertemente adosadas (Figura 13). La morfologia y la
orientacion fija de estas estructuras sugiere que ellas podrian servir de

sensores de estiramiento mecdanico, regulando el acoplamiento del
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musculo liso/célula intersticial y la sensibilidad interna de la capa muscular

a tal estiramiento [Faussone-Pellegrini y Thuneberg, 1999].

PRI

Figura 13. [A] Union peg and socket entre una ICC y la prolongacion de otra en la base
delascriptasintestinales. [B] Detalle de la anterior.

La mayoria de los datos que apoyan el papel de las ICC como
mecano-receptoras se basan en estudios morfolégicos [Thuneberg, 1982,
1999]. Sin embargo, la prueba fisioldgica mas sdlida, que apoya el
funcionamiento de las ICC como sensores de estiramiento, se obtuvo
mediante la aplicacion de variaciones en la longitud de los musculos
antrales murinos, mientras paralelamente se registraba la actividad
eléctrica intracelular y la fuerza isométrica [Won et al.,, 2005]. La
hipdtesis subyacente es que la ingestion de alimento extiende el antro y
por consiguiente, las ICC-IM reciben ese estiramiento. El incremento en la
longitud causa una despolarizacion en la membrana y un incremento en la
frecuencia de los potenciales marcapasos. La base de esta hipdtesis es que
esta respuesta no aparece en ratones mutantes W/W" donde las ICC-IM

estaban ausentes.
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En resumen, estos datos sugieren que las ICC-IM parecen coordinar
las respuestas mecano-receptoras en donde las uniones peg and socket

juegan un papel fundamental.

5. Origen embrionario.

El origen de las ICC se planteaba ya en la obra de Cajal quien
aventuro una naturaleza neuronal para estas células, puesto que al igual
gue las neuronas, se tefiian con azul de metileno y cromato de plata y
ademads, formaban relaciones intimas con los nervios. Dicha naturaleza ha
sido debatida desde el siglo pasado y hasta hace relativamente poco

tiempo.

Existen dos teorias para explicar el origen embrionario de estas
células: para algunos autores las ICC provienen del mesénquima
esplacnopleural, mientras que para otros, de la parte ventral del tubo
neural (células VENT). Existen una gran cantidad de experimentos a favor
de ambas teorias y ademas, como las ICC poseen caracteristicas comunes
con las células de la cresta neural (neuronas y glia) y con células derivadas
del mesénquima (fibroblastos y células musculares lisas), hacen que a dia

de hoy sean aceptadas ambas.
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5.1 Precursor mesenquimal.

Los primeros en demostrar que las ICC en el intestino de aves no
proceden de la cresta neural fueron Lecoin y colaboradores [Lecoin et al.,
1996]. A partir de trabajos anteriores en los que demostraron que era
posible distinguir el nucleo de una célula de codorniz y de pollo [Le
Douarin, 1973], construyeron quimeras pollo-codorniz en las cuales los
tubos neurales a nivel del vago de embriones de pollo eran reemplazados
por tubos neurales a nivel de vago de embriones de codorniz, siempre en
estados embrionarios equivalentes (Figura 14). Los embriones quimeras se
dejaban crecer durante semanas, se extraia el intestino y se procedia a
determinar si algunas de las células de codorniz eran positivas al c-Kit.
Aungue existian numerosas células c-Kit positivas rodeando los ganglios
mientéricos de las quimeras (se corresponden con las ICC), ninguna
mostraba las caracteristicas nucleares interfasicas de las células de
codorniz, luego las células c-Kit positivas no habian derivado de la cresta

neural [Lecoin et al., 1996].

Codormiz Follo
Donante Huésped

Figura 14. Modelo embrioldgico

experimenta de la quimera pollo- 2 o

codorniz. Le Douarin, 1980.
neural

& Seccion transversal del
cresta embrion de pollo
neural conteniendo el injerto de

codomiz
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Mas tarde, Lecoin realizd una segunda serie de experimentos
basandose en que las células derivadas de la cresta neural alcanzan el
intestino posterior, 2-3 dias después de colonizar el intestino anterior y
medio. Mientras tales células estaban migrando por el mesénquima
intestinal, las células derivadas de la cresta neural no expresaban un
fenotipo neuronal o glial, por lo tanto, para determinar si los precursores
neuronales o gliales estaban presentes en un segmento particular del
intestino embrionario, éstos debian ser extraidos y puestos a cultivar
aisladamente durante varios dias antes de analizar la presencia de
neuronas y glia. Por ello, Lecoin y sus colaboradores separaron segmentos
de intestino posterior en embriones de pollo de 3.5 dias, antes de la
llegada de las células de la cresta neural, y los cultivé sobre la membrana
corioalantoidea en un embridon de pollo huésped de 7 dias. Como
resultado, obtuvo células c-Kit positivas y células con caracteristicas
ultraestructurales de ICC en explantes que a su vez carecian de neuronas
entéricas. Esto confirma los resultados previos de este autor, quien afirma
que las ICC no provienen de la cresta neural, y por tanto, les confiere un

origen mesodérmico [Lecoin et al., 1996].

Experimentos similares a los de Lecoin en aves fueron realizados por
Young en ratones. Segmentos intestinales de embriones de ratén son
extraidos antes y después de la llegada de las células de la cresta neural.
Estos explantes son puestos a crecer en el espacio subcapsular del rifion
de un raton hospedador durante 3-6 semanas, el cual habilita un

ambiente favorable para el crecimiento de una gran variedad de tejidos
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embrionarios [Buyse, 1935; Nicholas, 1942], y posteriormente, se analiza
la positividad al c-Kit y la existencia de neuronas. La presencia de ICC en
explantes de intestino, obtenidos antes de la llegada de las células de la
cresta neural vagal y sacra, indica que las ICC de ratdén no provienen de la
cresta neural, y por tanto, concluyen que derivan del mesénquima local
[Young et al.,, 1996]. No obstante, a pesar de sus resultados, Young fue
permisivo en sus conclusiones y sugiri6 que tal vez, las ICC en sus
diferentes localizaciones pueden no necesariamente tener el mismo

origen embrionario [Young et al., 1996].

5.2 Células procedentes de la parte ventral del tubo neural.

Después de la migracidn de la cresta neural, una segunda poblacion
se expande desde el tubo neural. Estas células se originan concretamente
de la region ventral del tubo neural y parten desde la entrada/salida de los
nervios craneales del cerebro medio (nervios craneales Ill y IV) y cerebro
posterior (nervios craneales V-Xll), para colonizar una gran variedad de
estructuras en desarrollo incluyendo el tracto gastrointestinal [Dickinson
et al., 2004] (Figura 15). Una segunda evidencia es que estas células no
expresan un marcador caracteristico de la cresta neural, el HNK-1. Basado
en su origen y ruta de migracion, dichas células son referidas como células
del tubo neural migrando ventralmente o células VENT (Ventrally

Emigrating Neural Tube cells) [Sohal et al., 2002, Dickinson et al., 2004].

-75 -



Introduccion. Las células intersticiales de Cajal
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Figura 15. Rutas de migracion de dos poblaciones distintas derivadas del tubo neural:
las células de la cresta neural y las células VENT. [A] Céulas de la cresta neura
(verde) surgen desde la region dorsal del tubo neural en desarrollo. Son positivas a
HNK-1. [B] Células de la cresta neural migran desde la linea media dorsal y
contribuyen al desarrollo del SNP y una gran variedad de tejidos neurales y no neurales.
[C] Céulas VENT (rojo) surgen desde laregion ventral del tubo neural. Son negativas
a HNK-1. Las células VENT migran por los sitios de entrada/salida de los nervios
craneales atravesando una brecha transitoria en lalaminabasal (azul) que rodea € tubo
neural. Modificado de Dickinson et al., 2004.
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La investigacion sobre el origen de las ICC y su relacidon con las
células VENT proviene principalmente de Sohal y sus estudios de
seguimiento celular en el tracto gastrointestinal. Células del tubo neural
en embriones de pollo fueron marcadas con vectores retrovirales
deficientes en replicacion que contienen el gen LacZ, después de la
migracion de la cresta neural de esta regidon. Durante los dias
embrionarios 3-12, los embriones fueron sacrificados y procesados para la
deteccion de células VENT positivas a LacZ. Como resultado se obtuvo que
estas células colonizan el intestino anterior, especificamente el estémago
y el duodeno. La inmunotincién con el marcador HNK-1 demostré que no
se derivan de la cresta neural. Estas células se detectaron en tres lugares:
(1) en el plexo mientérico y submucoso, (2) en la capa de musculatura lisa
circular y (3) en las células que revisten la mucosa en contacto con el
lumen. A continuacién, se aplicaron una variedad de marcadores
especificos para identificar la naturaleza de estas células: algunas de ellas
se diferencian hacia neuronas y células gliales, lo cual indica que el SNE en
el intestino anterior se desarrolla a partir de una fuente adicional de
células precursoras; otras se diferencian en ICC y otras hacia epitelio. En
conjunto, estos resultados indican que las células VENT son células
multipotenciales y que las ICC, al menos una poblacidn, se originan a partir

de estas células [Sohal et al., 2002].
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5.3 Precursor comun: células intersticiales de Cajal y células musculares

lisas.

Aparte de apostar por un origen mesenquimal para las ICC, diversos
autores tales como Torihashi [Torihashi et al., 1997] o Kluppel [Kluppel et

al., 1998] sugieren un precursor comun con las células musculares lisas.

Torihashi y colaboradores estudiaron en el intestino delgado de
embriones de ratdén y neonatos la inmunoreactividad al marcador de las
ICC (c-Kit), a marcadores de musculo liso (actina, miosina y desmina) y a
marcadores de células derivadas de la cresta neural (c-Ret). Ellos
encontraron que células inmunoreactivas al c-Kit eran primeramente
detectadas en las capas externas del intestino de ratones embrionarios de
12 dias, y que estas células eran aparentemente indiferenciadas y
carentes de las caracteristicas morfolégicas propias tanto de las ICC como
de las células musculares lisas. Las células positivas al c-Kit se localizaban
periféricamente y no coincidentes con las células ganglionares mientéricas
inmunoreactivas al c-Ret. En el dia embrionario 15 (E15), la supuesta capa
de musculatura circular (interna al plexo mientérico) comenzd a mostrar
inmunoreactividad a la actina y miosina, mientras que en la localizacion de
la futura capa muscular longitudinal positividad al c-Kit, pero negatividad a
la actina y miosina. Después de los estadios embrionarios, parece que una
subpoblacion de células positivas al c-Kit se desarrolla hacia células
musculares  lisas:  muestran  inmunoreactividad a proteinas

miofilamentosas y subsecuentemente niveles indetectables de expresion
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al c-Kit. Por todo ello, los autores especulan que las ICC y las células
musculares lisas longitudinales proceden de un precursor comun, c-Kit
positivo y c-Ret negativo. Aquellos precursores, en los cuales el receptor c-
Kit es activado por contacto con células neurales que expresan el SCF, se
diferenciaran hacia ICC, mientras que en estas otras, donde no exista
contacto directo, seran diferenciadas hacia células musculares lisas

longitudinales (Figura 16) [Torihashi et al., 1997].

CELULAS ENBRIONARIAS EN

LA REGION MIENTERICA FENOTIPOS MADUROS

Célula muscular lisa

Precursor mesenquimal o longitudinal
que expresa cKit ()~ Células no estimuladas
) via Kit Transician fenotipica hacia
g or musculo liso cuando la via
{: ) Kit es bloqueada
Neuroblasto"iﬁ. s v Células gue reciben
Dl @ —sfimulacion viaKit Célula Intersticial de Cajal (ICC-MY)
= > h i
&y ] L
= e AT
i ) = \‘i?)
= T Factores patoldgicos que A
Células de la musculatura conducen a la pérdida de ICC \

lisa circular
Células hibridas con antigenos

de misculo liso

Figura 16. Esquema que representa el desarrollo y laplasticidad delas ICC. Las ICC y
las células musculares lisas proceden de un precursor mesenquimal comin que expresa
c-Kit. La estimulacién o no de la via Kit determina la diferenciacion hacia un fenotipo
maduro: 1CC o célula muscular lisa respectivamente. En la propia ICC, €l bloqueo de la
sefidizacion Kit en un momento determinado conduce a una transicion fenotipica hacia
células de musculo liso o bien, hacia células hibridas con antigenos de musculo liso.
Torihashi et al., 1997.
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El estudio de Kluppel también sugiere que las ICC y las células
musculares lisas provienen de un precursor comun. En este estudio, se
analiza la expresién del ARNm para el c-Kit y para la cadena pesada de
miosina de musculo liso (SMMHC) en el intestino de ratdn embrionario y
postnatal. A diferencia de Torihashi, ellos encontraron co-expresion de c-
Kit y de SMMHC en las células de la futura capa de musculatura lisa
circular y longitudinal. Posteriormente, la expresién de c-Kit se disipa
primeramente en las células de musculo liso circular y longitudinal,
manteniendo la expresiéon de SMMHC; mientras que las células destinadas
a convertirse en ICC retienen la expresidon de c-Kit y suprimen la expresion

de SMMHC (Figura 17) [Kluppel et al., 1998].

M lengitudinal muscle
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Figura 17. Desarrollo y linge de las ICC y las células musculares lisas en € intestino
delgado de ratdon. El precursor comun Kit+/SMMHC+, localizado en las capas
exteriores del intestino en desarrollo, da lugar a dos linges de cédlulas. ICC
(Kit+/SMMHC-) y células musculares lisas (Kit-/'SMMHC+). Kluppel et al., 1998.
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Por tanto, aunque los resultados de los estudios de Torishahi y
Kluppel no son totalmente idénticos, probablemente debido al uso de
técnicas diferentes, la principal conclusion era la misma, las ICC tienen un

precursor comun con las células musculares lisas.

6. Ultraestructura.

Aungue Cajal reconocid las ICC utilizando un microscopio 6ptico, y a
pesar que hasta el dia de hoy, la demostracién de la expresion del c-Kit
mediante inmunohistoquimica es el método mas utilizado para estudiar
las ICC, la MET ha sido la técnica definitiva para identificar

inequivocamente a las ICC en el tracto gastrointestinal.

Las primeras descripciones ultraestructurales fueron realizadas por
Vajda, Rumessen y Faussone-Pellegrini en el intestino delgado del gato, el
ratén vy el colon de rata respectivamente [Vajda y Free, 1980; Rumessen
et al., 1982; Faussone-Pellegrini, 1982]. De manera concluyente, las ICC se
pueden diferenciar de los otros tipos celulares con los que
constantemente se habian confundido: fibroblastos o células gliales
[Faussone-Pellegrini, 1987a]. Las caracteristicas definitorias se pueden

dividir en especializaciones citoplasmaticas y distinciones morfolégicas.

Las especializaciones citoplasmaticas se agrupan bajo el llamado

"patron de oro" propuesto por Huizinga, Thuneberg, Vanderwinden y
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Rumessen en 1997 [Huizinga et al., 1997] e integrado por ocho

caracteristicas esenciales. En realidad, esta guia incluye a los seis

distintivos sugeridos por Faussone-Pellegrini y Thuneberg [Faussone-

Pellegrini y Thuneberg, 1999] vy los dos atributos formulados por Komuro

[Komuro et al., 1999] (Figura 18):
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Numerosas mitocondrias de gran tamafo presentes en todas las
partes del citoplasma, pero acumuladas fundamentalmente en el
inicio de las prolongaciones.

Haces de filamentos intermedios y algunos microtubulos aislados
localizados a lo largo del eje principal de las prolongaciones.
Ausencia de filamentos gruesos.

Abundantes caveolas y escasas invaginaciones de membrana.
Lamina basal de desarrollo variable, a menudo incompleta.

Un elaborado sistema de cisternas del reticulo endoplasmico liso
interconectadas.

Abundantes ribosomas libres y escasez de cisternas del reticulo
endoplasmico rugoso. Discreto aparato de Golgi y lisosomas.
Variable contenido de glucdégeno. Gotas lipidicas ocasionalmente
presentes.

Contactos estrechos con los haces nerviosos y uniones gap con

células musculares lisas u otros tipos celulares.
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Figura 18. Organulos citoplasmaticos caracteristicos de un prototipo de ICC
[A] Presencia de filamentos intermedios (f), poliribosomas (asterisco), caveolas
(flechas) y abundantes mitocondrias (m). [B] Aparato de golgi (g) cercano a nucleo
celular. [C] Cercania entre una ICC y un tronco nervioso (tn). [D] Contacto ente dos
prolongaciones de una ICC (pICC).

Nuestro grupo de investigacion ha contribuido a la caracterizacion
ultraestructural de estas células al poner de manifiesto la presencia de un
cilio primario de estructura 9+0 en las ICC (Figura 19) [Junquera et al.,

2007; Junquera Escribano et al., 2011].
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Figura 19. Céula intersticia de
Caja mostrando un cilio Unico
con estructura 9+0. Obsérvese la
ausencia del par centra de
microtibul os.

En cuanto a la morfologia tipica de las ICC, generalmente estas
células tienen un cuerpo fusiforme o triangular, con varias prolongaciones
y un nucleo grandej con uno o mas nucléolos, que presenta una estrecha
franja de heterocromatina marginal. El citoplasma aparece como un anillo
perinuclear delgado que se ensancha en el origen de las prolongaciones
primarias, de longitud superior o igual a 100 micras, que originan a su vez
numerosas prolongaciones secundarias y terciarias (Figura 20) [Faussone-
Pellegrini y Thuneberg, 1999]. Sin embargo, las ICC muestran un cierto
rango de heterogeneidad morfoldgica en funcidn de las especies, la
region del tracto gastrointestinal y la localizacion [Rumessen, 1994;

Komuro, 1999; Faussone-Pellegrini, 1992].

Figura 20. Morfologiatipicade unalCC.
Ganglio del plexo mientérico de humano.

N: neurona.

-84 -


IRENE
Texto insertado
,


Introduccion. Las células intersticiales de Cajal

7. Localizacion de las células intersticiales de Cajal fuera del tracto

gastrointestinal.

Las ICC estdn intimamente relacionadas con el SNE del tracto
gastrointestinal. Cajal describié las células que él consideraba como
“neuronas intersticiales” no sélo en el intestino, sino también alrededor
de los acinos y los vasos sanguineos del pancreas [Cajal y Sala, 1891] e
informd de su presencia en el miocardio [Berkley, 1893]. Ademas sugirid
qgue, del mismo modo, se encontrarian presentes en aquellas
localizaciones en las que confluyan musculo liso e inervaciéon auténoma,

como posteriormente se ha demostrado.

7.1. Las células intersticiales de Cajal - Like.

Durante los ultimos 10 anos, la busqueda de las ICC fuera del tracto
gastrointestinal ha sido el objeto de muchos grupos de investigacion. Tales
células, ahora mas conocidas como células intersticiales de Cajal-like (ICLC,
ICC-Like), se les dieron nombres diferentes y confusos. Las ICC-like han
sido encontradas en una gran diversidad de 6rganos. Cronolégicamente,
han sido identificadas en los vasos linfaticos [McCloskey, 2002], el uréter
del ratén [Pezzone et al., 2003], la prdstata [Van der Aa, et al., 2003], la
arteria mesentérica [Pucovsky et al., 2003], el uréter humano [Metzger et
al., 2004], la vejiga humana [Shafik, 2004], el pene [Hashitani y Suzuki,
2004], la arteria aorta y cardtida [Bobryshev, 2005], en el pdancreas

[Popescu et al.,, 2005b], en el miometrio [Duquette et al., 2005], las
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trompas de Falopio [Popescu et al., 2005a], la vagina [Shafik et al., 2005],
el estroma de la glandula mamaria [Radu et al., 2005], el miocardio
[Hinescu y Popescu, 2005], en la vena porta [Harhun et al., 2006], el utero
humano [Popescu et al., 2007], la placenta humana [Suciu et al., 2007], en
el mesenterio [Hinescu et al., 2008], la vena pulmonar [Gherghineceau et
al., 2008], el conducto biliar extrahepatico y la vejiga de cobaya [Huang et
al., 2009], el musculo detrusor [Rasmussen et al., 2009], en el epicardio

[Suciu et al., 2009] y la arteria mesentérica de rata [Formey et al., 2011].

La identificacidn de las ICC-Like se basa en un conjunto de criterios
en funcion de la localizacién, sus caracteristicas morfoldgicas vy
antigénicas; que excluyen con bastante precision a otros tipos celulares
[Popescu et al., 2005a]: (1) Localizacion en el intersticio, frecuentemente
unidas a estructuras histoldgicas adyacentes (células del musculo liso,
nervios O vasos sanguineos) a través de (2) sus prolongaciones

caracteristicas y (3) positividad al c-Kit/CD117.

Con respecto a esta ultima premisa hay que destacar que la mayoria
de las ICC-like son positivas al c-Kit, por ejemplo en el tracto urinario y
organos genitales masculinos [Hashitani y Lang, 2010], el conducto biliar
extrahepatico de cobaya [Huang et al.,, 2009] o en la vena pulmonar
[Gherghiceanu et al., 2008], aunque a veces pueden ser negativas a este
marcador, como es el caso de las ICC-Like de la arteria mesentérica
[Pucovsky et al., 2003]. También es habitual encontrar, al igual que en las

prototipadas ICC, una positividad a otros marcadores como son el CD34 en
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el pancreas [Popescu et al., 2005b] y en el epicardio [Suciu et al., 2009] o
la vimentina en el estroma de la gldndula mamaria [Radu et al., 2005], la
placenta humana [Suciu et al., 2007] y la arteria mesentérica [Formey et

al., 2011].

Las ICC-Like en los distintos dérganos desempeiian funciones
similares a las ICC en el intestino. Se ha descrito su participacién como
marcapasos e intermediarias de la transmisidn neuromuscular en el tracto
urinario [Hashitani y Lang, 2010], pueden contribuir a la contraccidn
ritmica espontanea de la vejiga [Huang et al.,, 2009] o actuar como
mecano-receptoras y sensores quimicos (hormonales) en la placenta
[Suciu et al., 2007]. Asi, en el miometrio [Cretoiu et al., 2006] y en las
trompas de Falopio [Popescu et al., 2005a] se ha especificado que
expresan receptores de hormonas esteroideas. Funciones distintas a éstas
se le han sido asignadas por ejemplo en el epicardio, donde pueden ser
una fuente de progenitores cardiacos [Suciu et al., 2009], o en el pancreas,
donde desempefan funciones yuxtacrinas y paracrinas sobre las células
acinares, los vasos sanguineos o las células de Ito del higado [Popescu et

al., 2005b].
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Criterios de identificacion de las ICC-Like.

I. Criterios a nivel del microscopio optico.

La primera indicacién de la existencia de ICC en un tejido es la
aparicion de células positivas al c-Kit. Obviamente, no es una evidencia
suficiente para asegurar inequivocamente su presencia, puesto que
existen células positivas al c-Kit tales como las células cebadas o los
melanocitos [Zhang y Fedoroff, 1997]. Si observamos entonces, una red de
células positivas al c-Kit, con dos o mas prolongaciones citoplasmaticas en
contacto estrecho con células dianas (células del musculo liso, células
epiteliales) y con troncos nerviosos, entonces existe una gran posibilidad
de encontrarnos con las ICC-like. Ahora es cuando el examen

ultraestructural es esencial.

Il. Criterios a nivel del microscopio electrénico de transmisidn.

Para facilitar el diagnostico de las ICC-like al MET se propone el
siguiente conjunto de criterios ultraestructurales denominados como
“patréon de platino”, que no es mas que el “patron de oro” de las ICC mas
2 criterios adicionales. En cualquier caso, los primeros seis criterios
podrian ser suficientes para diagnosticar las ICC-like en cualquier tejido

[Popescu et al., 2005a]:
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© 0 N o v

Ubicacidn en el espacio no epitelial.

Contactos cercanos con sus dianas: haces nerviosos, epitelios,
capilares y células musculares lisas.

Prolongaciones citoplasmaticas caracteristicas:

a. Numero: 1-5, aunque es frecuente 2-3.

b. Longitud: desde decenas hasta cientos de micras.

c. Espesor: calibre irregular, 0,5 micras.

d. Aspecto moniliforme, es decir, con una serie de
estrangulamientos y por tanto de dilataciones donde por lo
general suelen acomodar mitocondrias.

e. Bifurcacion: disefio dicotdmico.

f. Organizacion en red formando un sistema laberintiforme.
Uniones gap con células musculares lisas o con otros tipos
celulares.

Lamina basal ocasionalmente presente.

Numerosas caveolas.

Abundantes mitocondrias.

Moderado reticulo endoplasmico liso y rugoso.

Presencia de filamentos intermedios, asi como de microtubulos

aislados.

10. Indetectables filamentos gruesos de miosina.
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7.2. Los telocitos.

Hace aproximadamente dos afos, el mismo autor, quien se
atribuye haber usado por primera vez la nomenclatura de ICC-like,
propone que estas mismas células pasen a llamarse Telocitos (telocytes),
dadas las dimensiones Uunicas de sus prolongaciones (telopodos,
telopodes) y para evitar confusion con otros tipos de células intersticiales,
por ejemplo, los fibroblastos o los fibroblastos-like [Popescu y Faussone-

Pellegrini, 2010] (Figura 21).

Figura 21. Imégenes de MET
de ICC-Like [A] y telocito [B]

extraidas de “Cardiac

TELOFPODE

renewing: interstitial Cajal-like TELOCYTE
cels nurse cardiomyocyte
progenitors in epicardial stem
cell niches’ y “TELOCYTES —
a case of serendipity: the
winding way from Interstitial
Cells of Caja (ICC), via

Interstitial Cajal-Like Cells

x i " L n-' 1 =
(ICLC) to TELOCYTES’ L R e o
respectivamente. La mMisSMa et , % el ;
CMP, CMP
imagen es utilizada por e el ©
mismo autor en dos articulos iﬁ e S i
; g, . : ‘OF
distintos, en las que las ICC- kR Ity b W Ll
Lik denomi ) [ e 't .
ike pasan a denominarse Péﬁ i i .ﬂr} Py,
telocitos. A W LioRg B WM
< 1i-l:’;.§#.: .r § ¢ !f1 * f.EiP g
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La definicion mas breve posible para los telocitos es “células con
proyecciones celulares que se extiende a largas distancias”. Los telocitos
son células pequenas de forma ovalada de cuyo soma surgen largas (de
decenas a cientos de micras), tortuosas y muy delgadas prolongaciones en
su mayoria por debajo de 0,2 micras [Popescu y Faussone-Pellegrini,

2010].

Hasta la presente fecha, los telocitos han sido recientemente
encontrados en el epicardio [Popescu et al., 2010], el miocardio
[Faussone-Pellegrini y Bani, 2010], el endocardio [Gherghiceanu et al.,
2010], la placenta humana a término [Suciu et al.,, 2010], en la lamina
propia del duodeno [Cantarero Carmona et al., 2011b], relacionados con
la vasculatura duodenal [Cantarero et al., 2011], en la pleura [Hinescu et
al., 2011], en el intersticio del musculo esquelético [Popescu et al., 2011],
en la traquea y el pulmdn [Zheng et al., 2011]. Una comparacion sobre el
numero de publicaciones acerca de los telocitos en relacion con las ICC-
Like y las ICC queda reflejada en la grafica 2. Aunque existen publicaciones
sobre las ICC-Like y los telocitos, las prototipadas ICC siguen siendo el

objetivo principal de las investigaciones actuales.
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Gréfica 2. Comparacion del nimero de publicaciones sobre las ICC, las ICC- Likey
los telocitos a partir del afio 2000 hasta la actualidad.

Por el momento, no existe un grupo de anticuerpos especiales para
identificar a los telocitos, de tal manera, que las investigaciones se centran
en determinar las caracteristicas inmunocitoquimicas de esta entidad

celular (Tabla 2).
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Antibody Source Catalogue Clone Dilution TC positivity TC positivity

number in cell culture in tissue sections
CD117/c-kit! Dako A4502 polyclonal 1:100 ++
CD117/c-kit! Santa Cruz Sc-13508 AbB81 1:100 ++
CD34! Dako M7165 QBEnd-10 1:25 +I-
CD34! BD Biosciences 550760 563 1:50 +
Vimentin Dako M7020 Vo 1:100 ++ ++
Caveolin-1 Santa Cruz Sc-804 polyclonal 1:50 ++ ++
CD44 Dako M7082 DF 1485 1:25 + +
CD45 BD Biosciences 347460 D1 1:100 - NT
CD90 BD Biosciences 555593 5E10 1:100 - NT
Cytokeratin 7 Santa Cruz Se-52322 OVTL 12-30 1:10 - -
Desmin Dako MO760 D33 1:50 - +i-
Nestin Santa Cruz Sc-23927 10c2 1:200 + +/-
NOS2 Santa Cruz Sc-651 polyclonal 1:50 + +/-
NSE Dako MO8T3 BBS/NC/VI-H14 1:75 + +/-
S-100 Dako Z 0311 polyclonal 1:100 + +
SMM Dako M3558 SMMS-1 1:100 - -
VEGF Santa Cruz Sc-152 polyclonal 1:100 + +
aSMA NeoMarkers MS5-113-P1 Abl 1:100 + +

The intensity of TC reactivity was assessed semiquantitatively: — negative; +/— occasionally/weakly positive; + positive; ++ strong-
ly positive; NT = not tested.
! Different antibodies against the same antigen were used for different applications (IF/THC).

Tabla 2. Inmunofenotipado de telocitos. Suciu et al., 2010.

Pero no se intenta Unicamente deducir la caracteristicas
inmunocitoquimicas de los telocitos, sino también las funciones que
podrian desarrollar estas células. De nuevo, se parte de las funciones
clasicamente desempefados por las ICC, como por ejemplo mecano-
receptoras, y a partir de ahi, se amplia el campo de investigacion:
participantes en la sefializacion intercelular y en la regeneraciéon vy
reparacion cardiaca [Kostin, 2010] e incluso, han llegado a considerarse
como una subpoblacion de células progenitoras entre las células del

estroma de la placenta humana [Suciu et al., 2010].

Caracteristicas ultraestructurales de los telocitos.

Esta es sin duda la parte mas ampliamente estudiada en este
momento. Como se ha mencionado anteriormente, los telocitos son

células de pequefio tamafio, de forma ovalada, con un nucleo rodeado por
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una pequena cantidad de citoplasma. Este nucleo ocupa cerca del 25% del
volumen de la célula y presenta grupos de heterocromatina marginal. Por
su parte, el citoplasma perinuclear es rico en mitocondrias (que ocupan
aproximadamente el 5% del cuerpo de la célula), contiene un pequeno
aparato de Golgi, asi como reticulo endoplasmico liso y rugoso vy
elementos del citoesqueleto (filamentos finos e intermedios). La periferia
de la célula estd representada por un plasmalema habitual, con ausencia
de ldmina basal (o delgada y discontinua) y muchas caveolas (alrededor de
2-3% del volumen citoplasmatico). La forma de los telocitos esta en
funcion del numero de sus telopodos: piriforme para una prolongacion; en
forma de huso, para dos telopodos; triangular, si son tres; estrelladas, etc

[Popescu y Faussone-Pellegrini, 2010] (Figura 22).

De la misma manera que en las ICC o en las ICC-like, se establece un
patrén ultraestructural para la region mas distintiva de estas células, sus
prolongaciones o telopodos. Por consiguiente, se enfatiza en aportar
datos relacionados con dichas prolongaciones [Popescu y Faussone-
Pellegrini, 2010]:

« Nudmero: 1-5, con frecuencia sélo 2-3 telopodos.

» Longitud: desde decenas hasta cientos de micras.

- Grosor: calibre desigual aunque en su mayoria por debajo de 0,2
micras.

» Aspecto moniliforme con algunas dilataciones a lo largo de su
recorrido.

« Modelo de division dicotdomico.
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Organizacién en red formando un sistema laberintiforme mediante

superposicion y uniones gap.

Figura 22. Telocito “
(TC) de laldmina propia
del duodeno de rata
Wistar. c: capilar. -
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lll. Neurogénesis adulta.

La neurogénesis adulta es el proceso por el cual se generan nuevas
neuronas que se integran en los circuitos existentes, una vez que el

desarrollo fetal y postnatal temprano ha cesado [Yoneyama et al., 2011].

Uno de los dogmas fundamentales mantenido en las neurociencias
hasta el siglo pasado sostenia que la regeneracion del SNC no puede
ocurrir en etapas de la vida adulta. La ausencia de figuras mitéticas en las
neuronas y la irreversibilidad de las lesiones cerebrales reforzaban el
poder dogmatico, que poseia la creencia inicial, donde la neurogénesis
estaba limitada al periodo embrionario. En la década de los 90, diversos
estudios en mamiferos confirmaban la persistencia de células madre
adultas en determinadas zonas del cerebro. Impulsados por estos
hallazgos, nos cuestionamos si también pueden existir un nicho de células
madre en el SNE postnatal. Los muchos paralelismos y los éxitos en el SNC
nos motiva a los investigadores para seguir avanzando y poder revelar

|ll

muchos aspectos nuevos e interesantes del “segundo cerebro”.
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1. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Central.

Los primeros estudios que demuestran indiscutiblemente la
existencia de neurogénesis en animales adultos datan de 1965, cuando
Joseph Altman, utilizando la técnica de auto-radiografia con timidina
tritiada para marcar células en division, demostré la existencia de
neurogénesis en algunas areas del cerebro de ratas postnatales y adultas,
especificamente en el neocortex, hipocampo vy bulbo olfatorio,
relacionando incluso la neurogénesis con el aprendizaje y la memoria

[Altman y Das, 1965].

Las areas del cerebro capaces de producir nuevas neuronas se
conocen como regiones o nichos neurogénicos. La neurogénesis en el
cerebro de mamiferos adultos ha sido descrita en dos regiones claramente
definidas: la zona subgranular del giro dentado del hipocampo o SGZ
(subgranular zone) [Altman y Das, 1965; Kaplan y Bell, 1984; Cameron et
al., 1993] y la zona subventricular de los ventriculos laterales o SVZ
(subventricular zone) [Altman y Das, 1966; Altman, 1969: Lois y Alvarez-
Buylla, 1993]. Ademas, se han aislado células con propiedades de células
madre in vitro en dreas no neurogénicas, tales como el septo, el estriado,
la corteza cerebral, el cuerpo calloso y el nervio 6ptico [Palmer et al.,

1995; Shihabuddin et al., 1997; Tropepe et al., 1997; Palmer et al., 1999;].
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1.1 La Zona Subventricular (SVZ).

La regidn subventricular es una estructura anatémica par situada a
lo largo de las paredes de los ventriculos laterales (Figura 23). En esta
zona, las nuevas neuronas generadas se desplazan a través de la via de
migracion rostral hacia el bulbo olfatorio, donde se diferencian hacia

interneuronas maduras [Altman, 1969; Lois y Alvarez-Buylla, 1994].

Figura 23. Sistema SV Z-bulbo olfatorio. Esquema de una seccion sagital de cerebro de
raton con €l bulbo olfatorio (BO) alaizquierday e cerebelo (CB) ala derecha. La
SVZ se localizaalo largo del ventriculo lateral (LV). Las nuevas neuronas originadas
en la SVZ migran tangencialmente en direccion a bulbo olfatorio. NC: neocortex, cc:
cuerpo caloso, RMS: cadena de migracion rostral. Alvarez-Builla y Garcia-Verdugo,
2002.

La continua producciéon de nuevas neuronas en la SVZ del adulto
sugiere que las células progenitoras neurales persisten dentro de esta

capa germinal [Alvarez-Builla y Garcia-Verdugo, 2002].
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En base a las caracteristicas morfoldgicas, inmunocitoquimicas y
ultraestructurales, en la SVZ se han identificado los siguientes tipos

celulares (Figura 24) [Doetsch et al. 1997]:

Neuroblastos migratorios o células tipo A.
Células astrociticas de proliferacién lenta o células tipo B.
Células amplificantes transitorias o células tipo C.

Tanicitos o células tipo D.

A N

Células ependimales ciliadas o células tipo E.

Figura 24. Relacion de los principales tipos celulares de la SVZ. a: neuroblastos, bly

b2: células astrociticas, c: células precursoras amplificantes, e células ependimales.
Doetsch et al., 1997.

La SVZ se organiza formando cadenas de neuroblastos (células tipo
A) que se localizan tangencialmente a las paredes de los ventriculos

laterales y estdn aislados de las células ependimales y el cuerpo estriado
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por dos tipos de células gliales (B1 y B2). Los puntos calientes de
proliferacion de supuestos precursores (células tipo C) se asocian a los
neuroblastos migratorios sélo en la SVZ y no en la via de migracion rostral

(Figura 25) [Doetsch et al., 1997; Gil-Perotin et al., 2009].

A B

Figura 25. Organizacion y composicion celular de la SVZ. [A] Esquema frontal del
cerebro adulto de raton mostrando la SVZ adyacente a los ventriculos laterales (LV).
[B] Tipos de células de la SVZ: linea de células ependimales multiciliadas (E, en blanco),
cadenas de neuroblastos (A, en rojo) migrando a través de los tuneles gliales formados
por los astrocitos de la SVZ (B, en azul) y células progenitoras neurales (C, en verde)
dispersas en pequeiios grupos a lo largo de las cadenas formadas por los neuroblastos
migratorios. Ocasionalmente, unos astrocitos de la SVZ se extienden entre las células
ependimales y contactan con el ventriculo lateral donde proyectan un cilio Unico
(circulo amarillo). Las células B generan células amplificantes transitorias, células tipo
C, que a su vez dan lugar a los neuroblastos o células tipo A. Alvarez-Builla y Garcia-

Verdugo., 2002.
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Los neuroblastos migratorios o células tipo A poseen un cuerpo
fusiforme con una o dos prolongaciones. Las células en general presentan
un contorno liso y estan unidas a otros neuroblastos mediante pequenos
complejos de unién donde es frecuente observar vesiculas endociticas.
Inmunocitoquimicamente son positivas a la molécula de adhesién celular
neural polisializada (PSA-NCAM), tubulina -1l especifica neuronal (Tujl) y
doblecortina (Dcx) [Doetsch et al., 1997; Yang et al., 2004; Gil-Perotin et
al., 2009].

Las células astrociticas o células tipo B tienen un contorno irregular,
al igual que su nucleo que presenta numerosas invaginaciones. Estas
células establecen contactos mediante uniones gap con otros astrocitos y
células ependimales, pero nunca con células tipo C o con los neuroblastos
migratorios. Ocasionalmente las células de tipo B contactan con el lumen
del ventriculo y exhiben un pequefio cilio primario con organizacidon 9+0
(Figura 26). Atendiendo a su posicion y a su apariencia ultraestructural, se
han descrito en el ratén dos subtipos de células B: las de tipo B1 y las de

tipo B2 [Doetsch et al., 1997; Gil-Perotin et al., 2009].
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Figura 26. En la SVZ, las células de tipo B presentan un
cilio primario proyectado hacia el ventriculo lateral.
Tamafio de la escala 1 mm. En el recuadro, se
muestra el cuerpo basal (cabeza de flecha) y el
centriolo (flecha) que acompafia al cilio Unico.

Tamafio de la escala 0.3 mm. Doetsch et al., 1999.

El tercer tipo celular son las células amplificantes transitorias o
células tipo C. Son células mas grandes donde destaca la presencia de
varios nucleolos enormes, reticulados y totalmente atipicos. No se han
observado en la cadena de migracion rostral y tampoco se ha descrito
ningun marcador molecular especifico de estas células que permita
diferenciarlas de los otros tipos celulares de la SVZ. Son positivas a la
nestina al igual que las células de tipo A, By E; y al factor de transcripcion
DIx2, que también se encuentra presente en las células de tipo A. Las
células de tipo C son precursores pluripotenciales puesto que pueden
generar neuronas, glia y oligodendrocitos in vitro [Doetsch et al., 1997

Gil-Perotin et al., 2009].

Los tanicitos o células tipo D son poco frecuentes en la SVZ. Estas
células no ciliadas se encuentran entre las células ependimales

contactando con el ventriculo exhibiendo microvellosidades en su
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superficie luminal. Son positivos a la proteina acida gliofibrilar (GFAP)

[Doetsch et al., 1997; Gil-Perotin et al., 2009].

Las células ependimales o células tipo E son grandes, cubicas y
forman una monocapa epitelial que separa el ventriculo lateral del
parénquima que le rodea. Como caracteristica principal, destaca la
presencia de prolongaciones laterales interdigitadas entre las propias
células que contienen complejos de unién tipo desmosoma. Estas células
presentan positividad a la GFAP, vimentina y nestina [Doetsch et al., 1997;
Gil-Perotin et al., 2009]. En la busqueda de los progenitores neurales in
vivo, las células ependimales han sido sugeridas también como células

madre neurales [Johansson et al., 1999; Coskun et al., 2008].

La tabla 3 resume las caracteristicas inmunocitoquimicas de los

distintos tipos celulares de la SVZ.

A B C D E
Neuroblasto Astrocito Precursor Tanicito Célula ependimal

PSA-NCAM ok / / / /
Tujl e / / / /
GFAP / * % / ok k *
Vimentina / * / n.d **
Nestina * ok * n.d ok
Dcx ook n.d n.d n.d n.d
DIx2 e n.d o n.d n.d

Tabla 3. Marcadores moleculares de las células presentes en la SVZ del raton adulto.
La intensidad de la tincion inmunocitogquimica esta representada por el texto siguiente:
* leve, ** intermedio, *** moderado, / sin marcaje, n.d no determinado. Modificado de
Doetsch et al., 1997.
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1.2 La Zona Subgranular (SGZ).

Las células progenitoras neurales del hipocampo residen en la SGZ,
localizada entre el hilio del hipocampo y la capa de células granulares del
giro dentado. Al igual que en la SVZ, la neurogénesis se origina a partir de
células pluripotentes que dan lugar a neuronas, astrocitos vy
oligodendrocitos in vitro [Palmer et al., 1995, 1999; Ehninger y
Kepermann, 2008]. En datos numeéricos, aproximadamente unas 250.000
neuronas de nueva formacién se incorporan al mes en el giro dentado, lo
que supone un 6% de la poblacion celular total de esta estructura

[Cameron y McKay, 2001].

Los "puntos calientes" proliferativos se ha identificado cerca de la
vasculatura, por lo que se ha supuesto que los vasos sanguineos tienen un

papel importante en la regulacién de la neurogénesis [Palmer et al., 2000].

En base a su morfologia [Seri et al., 2001; Fukuda et al., 2003; Seri et
al., 2004], su expresion de marcadores [Fukuda et al., 2003; Kronenberg
et al.,, 2003; Kempermann et al., 2004; Steiner et al.,, 2004] y sus
propiedades electrofisiologicas [Fukuda et al.,, 2003; Ambrogini et al.,

2004], se han descrito varios tipos celulares en la SGZ:

1. Astrocitos radiales o células B.
2. Células precursoras o células D.

3. Nuevas neuronas granulares o células G.
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Los astrocitos radiales (células B) se dividen para generar los
precursores intermedios (células tipo D) los cuales maduran hacia
neuronas granulares (células G). Por otra parte, en la SGZ también se
encuentran los astrocitos horizontales, que no tienen caracteristicas de
células troncales, y se distinguen de los astrocitos radiales por su
morfologia y expresion frente a determinados marcadores moleculares
[Seri et al., 2004]. Los resultados experimentales indican que son los
astrocitos radiales los que dan origen a los astrocitos horizontales [Seri et
al., 2004], que a su vez son los precursores de los oligodendrocitos [Vives

et al., 2003; Romero-Aleman et al., 2004] (Figura 27).

\
Astrocito Precursor Neurona *,
\

S5GZ 1,2,3 N

Figura 27. Anatomia y tipos celulares de la SGZ en el adulto. Esquema frontal del
cerebro adulto de ratdon que muestra la SGZ en la interfase entre el hilio (drea debajo
de los vasos sanguineos) y la capa de células granulares del giro dentado (células de
color rosa). Los astrocitos de la SGZ (B, azul) se dividen para generar los precursores
intermediarios (células tipo D, color amarillo) los cuales maduran hacia neuronas

granulares (G, roja). La neurogénesis se produce junto a los vasos sanguineos donde se
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intuye que la lamina basal vascular podria jugar un papel importante en el nicho.
Axones aferentes (rosa) desde la corteza entorrinal y los axones de las regiones
subcorticales, asi como de las interneuronas inhibitorias locales, se proyectan hacia la

SGZ. Riguelme et al., 2008.

Los astrocitos radiales o células B son, en contraste con la
apariencia multipolar de los astrocitos horizontales, predominantemente
uni o bipolares. Tienen un gran cuerpo celular con una terminacién radial
principal que penetra y cruza la capa de células granulares, y varias
prolongaciones cortas tangenciales intercaladas entre las neuronas
granulares [Alvarez-Buylla et al., 2002; Fukuda et al., 2003; Garcia et al.,
2004]. En cuanto la expresion de marcadores, tanto los astrocitos radiales
como los horizontales expresan GFAP, vimentina, musashi, Mashl y la 3-
fosfoglicerato deshidrogenasa (3-PGDH). Especificamente, los astrocitos
radiales expresan nestina y los astrocitos horizontales S100B y glutamina

sintetasa (GS) [Seri et al., 2004].

Los astrocitos radiales, como se ha mencionado anteriormente, no
se diferencian directamente hacia neuronas maduras, sino que dan lugar
primero a las denominadas células precursoras intermediarias o células
D. Estas células se agrupan en torno a 2-4 células y tienen una morfologia
completamente diferente a los astrocitos radiales. En base a su

morfologia, tres subtipos de células D han sido definidas: D1, D2 y D3.

En general, las células D son positivas a la PSA-NCAM, a la Dcx y a

la proteina 4 mediadora de respuesta a colapsina (TUC-4); a NeuroD, un
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factor de transcripcion que interviene en la diferenciacion neuronal; y a
Prox-1, un gen homeobox expresado en las neuronas granulares del giro
dentado en el cerebro postnatal. La tujl sélo se encuentra en algunas
células D [Seri et al., 2004]. En general, las células tipo D no equivalen a

ningun tipo celular de la SVZ [Seri et al., 2001].

Las nuevas neuronas granulares o células G presentan todas las
caracteristicas de las neuronas maduras del SNC: son no mitdticas vy
polarizadas, poseen axones y dendritas, forman sinapsis eficientes, son
eléctricamente activas, presentan potenciales de accidon en respuesta a
estimulos sindpticos tanto inhibitorios como excitatorios y son capaces de
liberar los neurotransmisores clasicos en respuesta a potenciales de
accion. Sin embargo, a nivel cuantitativo, la funcionalidad de estas
neuronas no es tan efectiva como las formadas a partir de células
troncales en el desarrollo embrionario. Son positivas a NeuN (nucleo
neuronal) y los factores de transcripcion NeuroD y Prox-1 [Seri et al.,
2004]. Ademads, contrariamente a lo que sucede con las neuronas
generadas en la SVZ, las nuevas neuronas de la SGZ se desplazan en
distancias cortas dentro de la capa de células granulares [Song et al.,
2002]. La funcion de las nuevas neuronas generadas en el hipocampo ha
sido correlacionada con el aprendizaje y la memoria [Gould et al., 1999;

Shors et al., 2001].

La tabla 4 resume las caracteristicas inmunocitoquimicas de los

distintos tipos celulares de la SGZ.
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B D G

Astrocito Astrocito Precursor Neurona

horizontal radial intermediario  granular
GFAP * * - n.d
Vimentina * * - n.d
Musashi * * - n.d
Mash1l * * - n.d
3-PGDH * * - n.d
Nestina - * - n.d
s100R * - - n.d
GS * - - n.d
PSA-NCAM n.d n.d * -
Dcx n.d n.d * n.d
TUC-4 n.d n.d * n.d
NeuroD n.d n.d * *
Prox-1 n.d n.d * *
Tujl n.d n.d * n.d
NeuN n.d - - *

Tabla 4. Marcadores moleculares de las células presentes en la SGZ del raton adulto.
Los resultados de la tincion inmunocitoquimica estan representados por e texto
siguiente:  * positivo, - negativo, n.d no determinado. Seri et al., 2004.

2. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Entérico.

Las neuronas entéricas aparecen tempranamente en el desarrollo
del SNE, poco después de la invasion del mesénquima asociado al
intestino anterior por las células de la cresta neural entérica [Young et al.,
1999]. No obstante, los subtipos de neuronas entéricas aparecen en
diferentes etapas del desarrollo [Rothman y Gershon, 1982; Rothman et

al., 1984] y algunas de ellas sdélo en la etapa postnatal [Matini et al., 1997
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Vannucchi y Faussone-Pellegrini, 1996]. Por otra parte, existe un
incremento en el ndmero de neuronas entéricas hasta bien después del
nacimiento [Ali y McLelland, 1979; Liu et al.,, 2009]. Se piensa que las
células de la cresta neural entérica mantienen su potencial neurogénico
durante un periodo largo de tiempo, pero poco se sabe acerca de la

velocidad y el grado de neurogénesis que acontece en el SNE.

A diferencia del SNC, la neurogénesis activa no ha sido detectada en
el SNE de mamiferos adultos en condiciones fisiolégicas. Las primeras
investigaciones no pudieron demostrar la neurogénesis en el SNE de
ratones adultos, por lo que el nacimiento de las neuronas entéricas se
creyd que ocurria exclusivamente durante etapas embrionarias y
postnatales tempranas [Pham et al.,, 1991]. Sin embargo, estudios
posteriores en cultivos celulares demostraron que pueden aislarse
progenitores capaces de generar neuronas entéricas y células gliales, no
s6lo en el intestino embrionario sino también en el adulto
postneurogénico [Kruger et al., 2002; Suarez-Rodriguez y Belkind Gerson,
2004]. Por ejemplo, Silva y colaboradores separaron ganglios mientéricos
de la pared intestinal, los disociaron y los pusieron a cultivar bajo el factor
de crecimiento epitelial (EGF) y el factor de crecimiento fibroblastico 2
(FGF-2). En estas condiciones, se desarrollaron cuerpos similares a
neuroesferas que incorporaban bromodeoxiuridina (BrdU) y expresaban
el marcador de células madre, nestina. Como resultado, algunas células
positivas a BrdU asumen la morfologia de neuronas y expresan PGP9.5, y

otras, el marcador de células gliales, GFAP. Este trabajo proporciona una
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evidencia mas sobre los progenitores derivados de la cresta neural y su

plasticidad en el intestino de rata postnatal [Silva et al., 2008].

En cuanto a las células progenitoras entéricas, se piensa que solo
representan el 1-2% de una poblacidn celular que expresa altos niveles de
p75 [Kruger et al., 2002]. En cultivo, estas células fueron capaces de auto-
renovarse, proliferar y diferenciarse hacia neuronas, células gliales y
miofibroblastos; sugiriendo la persistencia de una poblacion con
propiedades de células madre neurales en el intestino adulto. Similares
resultados fueron obtenidos por Suarez-Rodriguez y Belkind-Gerson,
quienes aislaron in vitro células proliferantes y multipotentes desde el SNE
de ratones lactantes y adultos. Dichas células expresaban vimentina y

nestina [Suarez-Rodriguez y Belkind-Gerson, 2004].

El potencial neurogénico de estas células in vivo y su significado
funcional en el intestino del humano adulto sigue siendo desconocido. Se
ha demostrado que existen progenitores neurales entéricos
exclusivamente en neonatos y nifios de hasta 5 afios de edad [Metzger et
al., 2009b]. Estos estudios abren la posibilidad a que una poblacién de
células madre de la cresta neural entérica pueda persistir en el SNE adulto.
La identidad de tales progenitores y los mecanismos que conducen a su
maduracion neuronal podria ser el desenlace que permita comprender la

neurogénesis en el SNE.
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Justificacion

Como se ha visto en la Introduccion, Cajal definid perfectamente
mediante microscopia 6ptica la localizacién de las ICC en la pared del
tracto gastrointestinal. Posteriormente, y a lo largo de los afios, se han
establecido los distintos subtipos de células intersticiales en base a sus
caracteristicas ultraestructurales y su distribucién en el tracto

gastrointestinal.

Todos los estudios realizados se han centrado preferentemente en
las células intersticiales vinculadas al plexo mientérico e intramusculares.
Sin embargo, hasta la fecha, no existe una caracterizacién ultraestructural
precisa de las ICC asociadas a la mucosa, ni tampoco un analisis de su
relacion con los elementos vasculares de la submucosa. Nuestro grupo de
investigacion puso de relieve la presencia de un cilio unico en las ICC-MP
de conejo. ¢{Presentaran las ICC de la lamina propia o aquellas que estan
asociadas a los vasos sanguineos de la submucosa alguna caracteristica
especial?, ¢podria generalizarse la existencia del cilio Unico en todas la

localizaciones de las ICC?, ¢y en todas las especies?.

Por otro lado, el descubrimiento de la neurogénesis en el SNC del
adulto ha supuesto un gran cambio para la Neurociencia. La caida del
dogma, que consideraba que el cerebro adulto no puede generar nuevas
células nerviosas, ha abierto un amplio y esperanzador camino hacia el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas. Parece ldgico
pensar que del mismo modo que existe una cierta potencialidad

regenerativa en el SNC, también debera de existir neurogénesis en otras
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regiones, y particularmente en el SNA, encargado de regular funciones
vitales en el organismo como la respiracion, el peristaltismo o el latido

cardiaco.

Centrandonos en el SNE, los elementos que constituyen estos
plexos son bdasicamente las neuronas, la glia y las ICC. éSon las células
gliales, al igual que en el SNC, la células madre adultas del SNE?, ¢podrian

las ICC desempenar algun papel en la neurogénesis adulta?.

Para responder a estas preguntas hemos planteado los objetivos

que se describen a continuacién.
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Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis doctoral han sido:

1. Profundizar en el estudio ultraestructural de las ICC en el tracto
gastrointestinal.

2. Valorar el papel de las ICC en la neurogénesis entérica adulta.

Estos objetivos generales se han desarrollado a partir de los siguientes

objetivos especificos:

1. Demostrar la presencia de las ICC en la ldmina propia del duodeno

de rata Wistar.

2. Estudiar la relacion que las ICC establecen entre si y con los
elementos de su entorno: vasos sanguineos, células epiteliales de la

mucosa y troncos nerviosos.

3. Constatar la presencia del cilio Unico en las ICC de la [dmina propia,

la submucosa y el plexo mientérico de rata Wistar.

4. Examinar la localizacidon celular de nestina (marcador de células

progenitoras en el SNC) en los ganglios entéricos del duodeno de

rata Wistar.
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Presentacion de las publicaciones

Puesto que la MET ha supuesto un gran apoyo en la identificacion
de las ICC, nosotros igualmente hemos considerado esta técnica como
una herramienta fundamental en el desarrollo de esta tesis. De tal
manera, que se ha realizado principalmente un estudio ultraestructural de
las ICC en relacidon con la lamina propia, localizacidon preestablecida por
Santiago Ramodn y Cajal, pero que hasta el momento no habia sido objeto

de un profundo estudio a nivel ultraestructural (articulo I).

Ademas, hemos establecido las relaciones que estas células
establecen entre si, con otros tipos celulares (células del sistema inmune y
células neuroendocrinas) y especialmente con los vasos sanguineos,

profundizando en el conocimiento de los nichos vasculares (articulo II).

Del mismo modo, hemos realizado una busqueda exhaustiva para
constatar la presencia del cilio Unico como una caracteristica constante en
la identificacion ultraestructural de una subpoblacion de células
intersticiales, y en consecuencia, su posible papel como células
progenitoras (articulo Ill). En esta via, como a dia de hoy se desconoce
cuales son los progenitores neurales entéricos in vivo, y no es posible
descartar a ningun tipo celular, siguiendo con las pautas establecidas en el
modelo de neurogénesis en el SNC, se ha planteado un estudio
inmunocitoquimico preliminar de marcadores de células progenitoras,

tales como la nestina (articulo IV).
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Publicaciones

Los resultados de la investigacidon desarrollada, para la elaboracién

de la presente tesis doctoral, han quedado plasmados en los siguientes

articulos:

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Junquera Escribano C.
Identification of telocytes in the lamina propria of rat duodenum:
transmission electron microscopy. J Cell Mol Med. 2011; 15(1): 26-
30. F.I: 4.608 (2010).

Cantarero I, Luesma MJ, Junquera C. The primary cilium of telocytes
in the vasculature: electron microscope imaging. J Cell Mol Med.

2011. doi: 10.1111/j.1582-4934.2011.01312.x. F.l: 4.608 (2010).

Junquera Escribano C, Cantarero Carmona I, Luesma Bartolomé MJ,
Soriano-Navarro M, Martinez-Ciriano C, Castiella Muruzabal T,
Garcia-Verdugo JM. The primary cilium: A relevant characteristic in
interstitial cells of rat duodenum enteric plexus. Histol Histopathol.

2011; 26(4): 461-70. F.I: 2.502 (2010).

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Lavoie-Gagnon C,
Junquera Escribano C. Distribution of nestin protein:
immunohistochemical study in enteric plexus of rat duodenum.

Microsc Res Tech. 2011; 74(2): 148-52. F.l: 1.712 (2010).
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of rat duodenum: transmission electron microscopy
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Abstract

Recently the new term ‘telocytes’ has been proposed for cells formerly known as interstitial Cajal-like cells. In fact, telocytes are not
really Cajal-like cells, they being different from all other interstitial cells by the presence of telopodes, which are cell-body prolongations,
very thin, extremely long with a moniliform aspect. The identification of these cells is based on ultrastructural criteria. The presence of
telocytes in others organs was previously documented. We reported for the first time, an ultrastructural study of telocytes in the lamina
propria of rat duodenum. Our findings show that typical telocytes are present in the rat duodenum. Telocytes are located in the lamina
propria, immediately below mucosal crypts. Telopodes frequently establish close spatial relationships with immune cells, blood vessels
and nerve endings. On the basis of their distribution and morphology, we suggest that these cells may be involved in immune response
and in our opinion, it may be possible that different locations of telocytes could be associated with different roles.

Keywords: telocytes e telopodes @ lamina propria @ transmission electron microscopy ® duodenum e ultrastructure

Introduction

In 1893, Santiago Ramon and Cajal used the Golgi technique and
methylene blue staining to describe, in amphibians [1] and several
mammals [2], spindle-shaped or stellate cells associated with
autonomic nerve endings of the intestine; he termed them ‘primi-
tive neurons’. At present, the term ‘interstitial cells of Cajal’ (ICC)
refers to several types of cells located in the musculature of the
gastrointestinal tract and, morphologically and functionally, inter-
calated between the segments of the enteric nervous system and
smooth muscle cells.

For the past 10 years many groups were interested in whether
or not ICC are present outside the gastrointestinal tract, and
indeed, peculiar interstitial cells were found in: upper and lower
urinary tracts [3-7], blood vessels [8-12], pancreas [13—14],
male and female reproductive tracts [15], mammary gland [16],
placenta [17], heart [18] and gut [19]. Such cells, now mostly
known as interstitial Cajal-like cells (ICLC), were given different
and confusing names.

*Correspondence to: Irene Cantarero CARMONA,
Department of Human Anatomy and Histology,
Faculty of Medicine, University of Zaragoza,
Domingo Miral, s/n. 50009 Zaragoza, Spain.
Tel.: +34 976761674
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Recently the new term ‘telocytes’ (telos, ie. provided with
long-distance cell projections) has been proposed for cells for-
merly known as ICLC, and the term ‘telopodes’ has been proposed
for their very long and very thin prolongations [20]. We share
these arguments and for the sake of standardization; these terms
will be used from this point of view.

Here we show the presence of telocytes and telopodes in
the lamina propria, immediately below mucosal crypts, of rat
duodenum by transmission electron microscopy (TEM).
Their functional significance in the lamina propria must be studied
more extensively.

Materials and methods

Animal use

Six adult Wistar rats, 3 months old (The Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME, USA)), were used in accordance with institutional guidelines (Ethics
Advisory Commission for Animal Experimentation, P 22/08). Each animal
had ad libitum access to food and water and was fed on a complete and
balanced standard laboratory diet (Teklad 4% rat diet 7001; Harlan Teklad,
Madison, WI, USA). They were housed in temperature controlled rooms
(20 = 1°C) and natural light.

© 2011 The Authors
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Fig. 1 Rat duodenum. Non-conventional light microscopy; objective 100X.
Tissue fixed with glutaraldehyde—paraformaldehyde and post-fixed in
0s04. Thin section of Aradilte-embedded material was stained with toluidine
blue. At least three telocytes (asterisks) are present in the interstitium
among crypt (cr).

All rats were anesthetized, killed and perfused intracardially with the
specific fixative of the technique described below.

Transmission electron microscopy

Duodenum samples (about 1-1.5 mms) were washed in phosphate buffer
and fixed with 2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde. The pieces
were fixed overnight at room temperature in the same fixative, washed in
0.1 M phosphate buffer for 5 min., post-fixed with 2% osmium, rinsed,
dehydrated in graded acetones (30%, 50%, 70% with 2% uranyl-acetate,
90%, 100%), cleared in propylene oxide and embedded in araldite
(Durcupan, Fluka AG, Buchs SG, Switzerland). Semi-thin sections (1.5
wm) were cut with a diamond knife and stained lightly with 1% toluidine
blue. Later, ultrathin (0.08 wm) sections were cut with a diamond knife,
collected on Formvar coated single-slot grids, counterstained with 1%
uranyl acetate and with Reynold’s lead citrate for 10 min. and examined
under a FEI Tecnai G2 Spirit TEM. The images were achieved with
Advanced Microscopy Techniques, Corp.’s Charge-Coupled Device (GCCD)
(Danvers, MA, USA) imaging system.

Semi-thin sections (=1 pm thick) were stained with toluidine blue and
examined by light microscopy (Olympus BX51 microscope, Olympus
Imaging Corporation, Tokyo, Japan).

Results

Light microscopy on semi-thin sections

Telocytes were easily identifiable as cells with long cellular
processes that extend into the connective tissue beneath mucosal
crypts in toluidine blue semi-thin sections (Fig. 1).

© 2011 The Authors

Fig. 2 Telocyte typical ultrastructural features. (A) Telocytes are found in
close opposition to nervous trunks (nt) and blood vessels (v). Square
marked area in (A) are enlarged in (B) and (C). (B, C) The perinuclear cyto-
plasm contains a small Golgi complex (arrows), elements of rough endo-
plasmic reticulum (rer) and distally, presents abundant mitochondria (m)
and polyribosomes (asterisks). In this case, the surface cell membranes not
covered with a basal lamina. TC: telocyte; MEC: mucosal epithelial cell.

Transmission electron microscopy

TEM examination is fundamental in identifying the telocytes.

Figure 2(A) shows general aspect of the telocyte: small cellular
body, containing a nucleus, surrounded by a small amount of
cytoplasm. The nucleus contains a thin band of marginal hete-
rochromatin attached to the nuclear envelope.

The perinuclear cytoplasm contains a small Golgi complex,
cytoskeletal elements as well as, elements of rough and smooth
endoplasmic reticulum. Distally, the telocyte presents abundant
mitochondria and polyribosomes (Fig. 2B and C).

The shape of the telocytes is according to the number of their
telopodes: piriform for one prolongation (Fig. 3A), spindle for two
telopodes, triangular for three, stellate, etc. (Fig. 3B). Their spatial
appearance would be that of a polyhedron with a different number
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Fig. 3 The shape of the telocytes is according to the number of their
telopodes (tp). (A) Piriform for one prolongation. Inset: gap junction con-
necting the processes of two telopodes (tp1, tp2). (B) Triangular shape for
two telopodes in the vicinity of a blood vessel (v). TC: telocytes; MEC:
mucosal epithelial cell.

of vertices, depending on their telopode number. Of course, the
number of prolongations as well as the ramifications of telopodes
depend on the site and angle of section, because TEM is essen-
tially a 2D examination of an extremely thin section (~60 nm).

Figure 4(A) presents several examples of complex systems of
telopodes which connect, for example, telocytes with immune
cells via cell-to-cell contacts. Telopodes present a moniliform
aspect which represent cellular prolongations of the telocytes.

Another distinctive ultrastructural feature of telopodes is the
formation of labyrinthine apparatus with very convoluted profile
and a dichotomous patterns of branching (Fig. 4B), but, we have
observed another having a surface without flexions or irregulari-
ties. Also, it is common that telopodes present dilations, where
accommodate mitochondria and endoplasmic reticulum, and
establish junctional complexes between two telopodes (Fig. 4C).

Figure 5 illustrates the exchange of molecules between telo-
cytes and the extracellular matrix or other cells in lamina propria;
the shape of the telopodes seems to help this telocyte to deliver
multivesicular bodies as exosomes.

For the last one the close vicinity with nerve fibres and blood
vessel deserves to be mentioned. Telocytes have ‘strategic’ posi-
tioning in a tissue, in between blood capillaries and their specific
target cells (mucosa epithelial cells) and in close contact with
nerve endings (Fig. 2A). Some telocytes were observed very close
to enterochromaffin cells, where they form close contacts with
them. Enterochromaffin cells (neuroendocrine cells) present
secreting granules generally spherical or spindle shaped, which
contain electron-dense core (Fig. 6).
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Fig. 4 Relation of telocytes with other cells in the lamina propria. (A) The
processes of a telocyte establish numerous interactions with adjacent cells
in the lamina propria. A multicontact synapsis between an eosinophil and
a telopode indicated by black rectangular area. Blue and red square illus-
trating higher magnification of telopodes (tp) from (A) in (B) and (C),
respectively. (B) Distinctive dichotomous pattern of branching (arrows).
(C) Direct cellular contact (arrowhead) between two telopodes (tp1, tp2)
showing junctional complexes. MEC: mucosal epithelial cell; LY: lympho-
cyte; E: eosinophile cells; e: endothelial cell.

Discussion

Electron microscopy study unequivocally demonstrated the pres-
ence of the telocytes in the duodenum lamina propria, having their
distinctive ultrastructural features according to the TEM diagnos-
tic criteria for telocytes [20]. However, the ultrastructural features
of telocytes comprise distinct cellular compartments: cell body,
cellular prolongations (telopodes) and the labyrinthine system
made of telopodes.

(1) Location in the connective interstitium, in the extraepithelial
space, among functional elements: blood vessels, nerve end-
ings, immunoreactive cells.

(2) Telopodes: (a) typical long, thin, moniliform prolongations,
with (b) dichotomic branching pattern; (c) two to three

© 2011 The Authors
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Fig. 5 Electron micrographs show details of telopodes (tp) from lamina
propria of rat duodenum. Exosomes (arrowhead) emerge from telopodes
in the interstitial space.

telopodes are observed on single section; (d) specialized cell-

to-cell junctions (gap junctions, junctional complexes).

Although the term telocytes is relatively new, the screening of
the literature revealed several studies evaluating the presence the
telocytes themselves in other organs: epicardium [21], myocardium
[22], endocardium [23] and placenta [24].

The role of telocyte is unknown to us. However, based on
several publications of telocytes, some relevant and potential roles
were proposed. Popescu and Faussone-Pellegrini [20] suggested
that telocytes are involved in intercellular signalling, taking into
account the 3D network of telopodes and their strategic position
in between target cells, blood capillary and nerve ending. They
considered at least two mechanisms could be involved: (1) a
paracrine and/or juxtacrine secretion of small signal molecules
and (2) shedding microvesicles, which play unique roles in hori-
zontal transfer of important macromolecules among neighbouring
cells (e.g. proteins or RNAs, microRNA included).

Kostin (2010) suggested possible functions of telocytes in the
myocardium:

(1) Telocytes are involved in intercellular signalling at distance
because they are situated very close to blood capillaries and
nerve endings.

(2) Telocytes, owing to their extremely long telopodes and their
ability to form attachment plaques connecting them to the
extracellular matrix, are predicted to function as mechanore-
ceptors/transducers.

(3) Telocytes are key players in cardiac renewal and, likewise, in
cardiac repair.

© 2011 The Authors
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Fig. 6 Close contact between telocyte (TC) and enterochromaffin cells
(EC). Inset: electron-dense reinforcements in telocyte membrane (arrows).
Note the enterochromaffin cell with large amounts of pleomorphic secre-
tory granules. MEC: mucosal epithelial cell; m: mitochondria.

Telocytes relations with the other elements
of the lamina propria

Telocytes were often in close proximity to nerve bundles and blood
vessels as shown also in other localization.

We observed the relationship between telocyte and neuroen-
docrine cells. Gut neuroendocrine cells are highly specialized
mucosal epithelial cells that produce a wide range of hormones.
Studies on the distribution and frequency of endocrine cells
have been performed in the gastrointestinal tract of the rat [25]
and human beings [26] and others, with a view to understanding
their role in the gut. The neuroendocrine cells heterogeneity
and concentration in the duodenum may be related to regulation
of the secretion of pancreatic juice and bile as well as to
functional control of the small intestine [27-29]. Instead, the
telocyte—enterochromaffin cells proximity may have a special
significance here.

Popescu described the close contacts (synapses) that establish
ICC and ICC-like cells (now termed ‘telocytes’) with several types
of immunoreactive cells: lymphocytes, plasma cells, eosinophils,
basophils, macrophages and mast cells in human mammary gland
and myometrium, rat stomach, gut, bladder and uterus. We also
observed these contacts with eosinophils or lymphocytes present
in the rat duodenum lamina propria. This author proposed that
ICC-like processes might also act as ‘cellular’ guides for immune
cells that arrive via blood stream. ICC-like might display gradients
of membrane-bound or soluble chemoattractants and these
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cells might contribute to the process of leucocytes homing in

connective tissues [30].

In conclusion, this study shows that telocytes exist in
duodenum lamia propria. On the basis of their distribution and
morphology, we suggest that these cells may be involved in

(ESF), DGA (BS3).

immune response and in our opinion, it could be possible that
different locations of telocytes could be associated with different

roles. Currently, however, the presumed role(s) for lamina

propria telocytes is the subject of speculation and further studies
are required.
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ABSTRACT.

Blood vessels a re hi ghly organized and complex structure, which are far m ore than
simple tubes conducting the blood to almost any tissue of the body . The fine stru cture of the
wall of blood vesse Is has been studied prev iously using t he electro n microscope, but the
presence the telocytes associated with vasculature, a specific new cellular entity, has not been
studied i n depth. Interestingly, telocytes have been recent ly found in the epicardium,
myocardium, endocardium, human ter m p lacenta, duodenal lamina propria and pleura. We
show the presence of telocytes located on the extracellular matrix of blood vessels (arterioles,
venules and cap illaries) b y im munohistochemistry and tra nsmission electron microscopy.
Also, we dem onstrated the first ev idence of a pr imary cilium in telocytes. Several functions
have bee n prop osed fo r these cells. Here, th e teloc yte-blood vessels cell prox imity, the

relationship between telocytes, exosomes and nervous trunks may have a special significance.

KEYWORDS: Telocytes * primary cilium ¢ vasculature * transmission electron microscopy.



INTRODUCTION.

Blood vessels a re hi ghly organized and complex structure, which are far m ore than
simple tub es conducti ng the b lood to alm ost any ti ssue of t he body . They are able to
autonomously regulate the b lood fl ow, thus provi ding th e ti ssues an op timal su pport of
oxygen and nutrients and an efficient removal of waste products [1]. The blood supply of the
duodenum is confusing due to the d iverse possibilities of origin, distribution, and individual
variations [2].

The wall of the large vessels usually contains endothelial cells, inner circular and outer
longitudinal s mooth muscle layers, nerve cells, connective tissue and c ollagen and elastic
fibres. The fine structure of the wall of blood vessels has been studied previously using the
electron microscope [3], but the presence the telocytes associated with vasculature, a specific
new cellular entity, has not been studied in depth. Interestingly, telocytes have b een recently
found in the epicardiu m [4], myocardium [5-7], endocardium [8], human term placenta [9],
duodenal lamina propria [10] and pleura [11].

Due to electron microscopy and histochemical techniques as well as the possibilities of
investigation at th e single cell level, the interest in the investigation of the features, function
and 1 ocalization of te locytes have increased. T hese cells h ave a s mall oval body, mainly
occupied b y the nucleus, surroun ded by a sm all a mount of ¢ ytoplasm. The p erinuclear
cytoplasm is rich in mitochondria, contains a sm all Golgi apparatus, as well as elements of
rough and s mooth endo plasmic reticulum and cytoskeletal elem ents (thin and inter mediate
filaments). A s main ch aracteristic, tel ocytes hav e t wo or thre e thin and long pro cesses,
telopodes, with dichotomic branching pattern [12].

In this paper, we show the presence of telocytes located on the extracellular matrix of
blood vessels (arterioles, venules and capillaries) by immunohistochemistry and transmission
electron microscopy (TEM). Also, we demonstrated the first evidence of a primary cilium in
telocytes. Sev eral fun ctions hav e b een prop osed for these cell s. H ere, the telocyte-blood
vessels cell proximity, the relationship between telocyte and nervous trunks and th e presence

of primary cilium may have a special significance.



MATERIALSAND METHODS.

Animal Use.

Six adult Wistar rat s, 3 m onths old, weighing between 180-210 g (The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, M E, USA), w ere used in accord ance with in stitutional guidelines
(Ethics Advisory Commission for animal Experimentation, PI 36/10). Each animal had ad
libitum access to food and water and was fed on a complete and balanced standard laboratory
diet ( Teklad 4% rat diet 7001; H arlan T eklad, Madison, W I, USA). They were housed in
temperature controlled rooms (20 + 1°C) and natural light.

All rats were anesthetized, killed and perfused intracardially with the specific fixative

of the technique described below.

I mmunohistochemistry.

The duodenum samples (n=6) were fixed for 6 hours with formol saline sol ution at
10% P h 7. I mmunohistochemical staini ng was performed on para ffin sections 5 um thick
using the immunohistochemistry EnVision® (Dako) method. The primary antibody used in
this study was: po lyclonal rabbit anti-CD117/c-Kit (1:50; ABIN188397, Antibodies-Online,
Aachen, Germany). Antibody was diluted with Dako diluent (S2022; Dako, Carpinteria, CA).
The tissue sections were deparaffined in xylene (10 min. twice) and rehydrated in a grad ed
ethanol series up to distilled water. Before all assays, for heat -induced antigen retrieval, the
samples were treated during 6 min. in an 800-W microwave oven with 10% citrate buffer
(S2031; Dako, Carpin teria, CA) in distilled water and at3 60 W for 5 a dditional minutes.
After washing twice with PBS, 3 min., the sections were treated with endogenous peroxidase
blocking (S2001; Dako, Carpinteria, CA) for 20 min., washed in distilled water and blocking
buffer [100 ml PBS, 2 ml triton X100, 0.25 ml BSA (A4503, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)], for 3 min., twice. The blocking was repeated for a second ti me. The sections were
incubated with the primary antibody solution for 30 min. followed by a rinse in PBS, for 3
min., twice. Sections not incubated with the primary antibody were used as negative control.
The visualization was made by incubating with Envision® peroxidase-based visualization kit
(K5007; Dako, Carpinteria, CA) during 30 min, washed twice in PBS, for 3 min. according to
manufacturer’s directions. To  confirm the presen ce ofi  mmunocomplexes, 3,3’-
diaminobenzidine was used as chromogene and hydrogen peroxide as substrate. The samples
were washed twice in disti lled water, contr asted with Mayer’s ha ematoxylin for 7 min.,

washed in tap w ater for 15 min., dehydrated in a graded series of ethanol, cleared in xylene



and coverslipped w ith DPX. D igital microscope i mages were captur ed by m eans of an

Olympus BX 51 microscope.

Transmission electron microscopy (TEM).

Duodenum samples (about 1-1.5 m m3) were washed in ph osphate buffer and fixed
with 2.5% g lutaraldehyde and 2% paraformaldehyde. The pieces were fixed over night at
room temperature in the same fixative, washed in 0.1 M ph osphate buffer for 5 min., post-
fixed with 2 % osm ium, rinse d, deh ydrated i n graded acetones (30%, 50%, 70 % with 2 %
uranyl-acetate, 90%, 100%), cleared in propylene oxide and embedded in araldite (Durcupan,
Fluka A G, Buchs SG, Switzerland). Semi-thin sections (1.5 pm) were cut with a diamond
knife and stained lightly with 1% toluidine blue. Later, ultrathin (0.08 pm) sections were cut
with a diamond knife, collected on Formvar coated single-slot grids, counterstained with 1%
uranyl acetate and with Reynold’s lead citrate for 10 min. and examined under a FEI Tecnai
G2 Spirit TEM. The i mages were a chieved with Advanced Microscopy Techniques, Corp.’s
Charge-Coupled Device (CCD) (Danvers, MA, USA) imaging system. Semi-thin sections (<1
pm thick) were stained with tolu idine b lue and examined by 1i ght microscopy (Olympus

BX51 microscope, Olympus Imaging Corporation, Tokyo, Japan).



RESULTS.

Light Microscopy.

By immunohistochemistry, cell expr essing the stemness marker c-kit could be found
in allt he types of blood vessels studied: arte rioles, v enules and cap illaries. c-kit was
expressed in cells located just b ehind the muscle layer surrounding blood vessels (Fig 1A).
Sections containing ar chetypal myenteric plexus interstitial cell of Cajal (ICC-MP) from the

digestive tract were used as positive controls (Fig 1B).

Light Microscopy on Semithin Sections.

Toluidine blue sta ining revealed the general morphology of tel ocyte: the fusiform or
triangular cells bodies and the emerging cy toplasmic processes, telo podes, that sur round
capilary (Fig. 2A) and arteriole (Fig. 2B). The moniliform aspect and sinuous trajectory of
telopodes is evident. However, with the exception of nucleus, no other subcellular component
(organelle) can be really recognized inside the telocytes with this tissue processing and the

given resolving power.

Transmission electron microscopy (TEM).

Using electron microscopy, we observed that telocytes have been clearly found in the
loose connective tissue surrounding the arteriol es, v enules and capill aries. Tel ocytes
associated with the vasculature w ere morphologically similar to those previously found in
other locations. In arterioles, the telocytes often send telopodes bordering the tunica adventitia
(Fig 3A). The ad jacent te lopodes may establish junctional complexes (Fig. 3B) and show
small d ilatations (podoms) that accommodate rough endoplas mic ret iculum (Fig. 3C). In
relation to venules and capillaries, the telocytes were located parall el with th e long itudinal
axis of th e smooth muscle cells of t he vessel wall (Fig. 4A and 4B, res pectively). Also, the
telopodes can form a wide network around the blood vessels (Fig. 4C).

Vascular t elocytes show ed ty pical fea tures: small cellular body ; lo ng, thin and
moniliform prolongations with dich otomic branching pattern; mitochondria, well-d eveloped
Golgi apparatus and p olyribosomes. In add ition, we h ave id entified a nov el cy toplasmic
component; a deep invagination that is continuous with the plasma membrane, the cilium-pit,
which accommodate the primary cilium (Fig. 5A and 5B). The cilium that extends into the
extracellular matrix showed a structure 9 + 0 (absence of the central filaments) and a length of

about 2—-3 um (Fig. 6A and 6B).



Sometimes, we observ ed s mall membrane vesicles s ecreted by tel ocytes int o the

extracellular compartment called exosomes (Fig. 7).



DISCUSSION.

In the vascular system, we characterize a cell population does not correspond to any of
the other cell types present in the vessels wall: endothelial cells, smooth muscle cells (SMCs),
fibroblasts, inflammatory cells, and pericytes. Cells w ith irregular bodies and numerous thin
long processes, interstitial cells of Cajal (ICCs) or interstitial Cajal-like cells (ICLCs), have
been described in the vasculature [13-14]: rat mesenteric artery [15], human pulmonary veins
[16] and rabbit portal vein [17]. Not all the above cases, the ICCs were positive for c-kit.
Using elect ron microscopy and exclusion ¢ riteria d efined by Popescu [12], th e results we
obtained so far prove that it has many phenotypic and morphologic features related to the
archetypal telocytes.

Although in the last papers we have witnessed an incr eased interest and know ledge
about tel ocytes and th eir relation to blood v essels, se veral unsolved issues reg arding th ese
cells should be emphasized. Apart from several studies reporting the presence of telopodes in
close proxim ity to blo od vessel, there are virtually no studies to address the propertie s of

telocytes in the vasculature.

Telopodes and inter stitial network.

Popescu suggested that telocytes seem to form an interstitial network in endocardium
[8], human term placenta [9] and in pleura [18]. In the first case, the telocytes were connected
by gap jun ctions in a network extend ing into the placental stroma between concentric layers
formed by SMC and m yofibroblasts around la rge b lood vessels. H owever, th eir telopod es
were ofte n conn ected througha “plug and socket” complex, as revealed b y electron
tomography, in case of the pleura. We also observed this interstitial network surrounding the

blood vessels where the telopodes were connected by gap junctions.

Primary cilium of telocytes.

As mentioned in this paper, the u Itrastructural identity of telocytes is well established
and unequivocal. However, we hav e identified a re levant feature in these cells, the presence
of a single non- motile cilium called primary cilium. Primary cilia contain a 9+0 a xoneme,
consisting of nine outer doublet microtubules but lacking the central pair of microtubules that
is found in the 9 +2 axonemes of most motile cilia. Except for nodal cilia, pri mary cilia are

thought to lack axonemal dyneins and be immotile [19].



A recent study has sug gested that in cells displaying an internal primary cilium, the
cilium extend towards the cell surface though a chann el lined with a m embrane that in its
mature for m is conti nuous with the plasma m embrane and only a portion of the ciliu m
extends free of the cell margin and into the cellular env ironment. They have designated this
cilium filled channel the cilium-pit and the sp ace between the cilium and the walls of the pit
the cilium reservoir. The cilium reservoir is continuous with the e xtracellular environment
[20].

This structure has also been reported in interstitial cells of Cajal by our research group
[21-22]. Since the discovery of this organel le in 1898 [23], three major hypotheses for t heir
function have been put forth. The first is that they are vesti gial organelles inherited from an
ancestor whose cells had motile cilia, and that they now have no pu rpose [24 ]. A second
hypothesis is that primary cilia are closely linked with the cell cycle. In postmitotic cells, the
centrosome, which i s co mposed of t wo ce ntrioles surround ed b y pericent riolar m aterial,
migrates to the cell surface, and one of the centrioles differentiates into a bas al body that
nucleates microtubules to give ris e to the primary cilium. During mitosis, the primary cilium
is disassembled and the centrosome organizes the bipolar spindle [25].

Such a role would not be incompatible with the third hypothesis, which is that primary
cilia are sensory organelles [26]. This hypothesis is suggested by the fact that, first, cilia are
clearly used as sensory organelles in lower e ukaryotes; second, the sensory structures of the
vertebrate visual and olfactory systems are modified cilia and third, the primary cilium has
emerged as key organelle, for e xample, in h edgehog sig nal tr ansduction in mammalian
systems [19, 27]. Th e primary cil ium of t elocytes ass ociated with the vas culature may be

particularly important in signaling processes within the vascular niche.

Telocytes as progenitor cells.

Recently it has been suggested that telocytes could be considered an early step in the
differentiation process of the mesenchymal cells, a subpopulation of prog enitor cells a mong
the stromal cells of human placenta [9]. In fact, besides being c-kit-positive, the telocytes co-
expressed other stem-cell markers including CD34, CD44 [28] and nestin [29]. On the other
hand, t he p rimary cilium is necessary fo r chemically i nduced differ entiation o f human
mesenchymal stem cells [30]. Then, based on the previous considerations, we can add a new
phenotypic characteristic, the primary cilium, and support the previous hypothesis given by

Suciu [9].



Vascular Niche.

Some prev ious studie s de monstrate that, for exa mple, ICC proc esses mightact as
'cellular' guides for immune cells that arrive via blood stream [31] or te locytes have
‘strategic’ positioning in a tissue, in bet ween blood capillaries and th eir specific target cells
(e.g. s mooth muscle cells, cardiomyocytes) and in close contact with nerve end ing [12].
Vascular ¢ ells a re key elements of different cellular nic hes, for ex amplein the a dult
hippocampus [32], the bone marrow [33],the intestine and skin  [34]. Based on our
observations, we think that “mesenchymal cell niche” is composed of telocytes, nerve fibers
and blood vessels. Telocytes whose somas did not contact blood vessels frequently extended
their telopodes toward the vasculature and nervous trunks.

The presence of exosomes seems to be a conserved feature in the telocytes, regardless
of their location. An increasing body of evidence indicates that they play a pivotal role in cell-
to-cell communication. Indeed, they may directly stimulate target cells by receptor-mediated
interactions or may tran sfer from the cell of or igin various bio active molecules including
membrane receptors, proteins, mRNAs, microRNAs and organelles [35]. Although other roles
have been suggested, such as, immune system modulation [36].

We suggestth at blood vessels andn erve fibers can create a favor able
microenvironment (“niche”) in the differentiation process of mesenchymal precursor cells so,

the telocytes could secrete exosomes with the aim to modulate their microenvironment.

In conclusion, the pr esent s tudy has rev ealed the characteristics of tel ocytes in
duodenal vasculature. We considered that the telocytes might contribute to the regulation of
microvascular ni che and to p articipate in h eterocellular c ommunication mediated by gap
junctions and exosomes. Of particular interest is the pres ence of primary cilium. At I east for
the moment, we strongly believe in previous hypothesis that telocytes may be a subpopulation

of mesenchymal progenitor cells.
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FIGURE LEGENDS.

Figure 1. A: Duodenal arteriole from Wistar rat. Positive immunostaining to CD117/c-kit in
perivascular loca lization. Inset: ~ Cell wi th fusifor m bo dy is intensely c-kit positive. B:
Positive control in rat jej unum. N uclei were counterstained w ith M ayer hae matoxylin. ar:

arteriole.

Figure 2. Light microscopy of to luidine-blue sta ined s emithin section s of the duodenu m
Wistar rats. A ty pical capi llary (A) and arteriole ( B) cir cumscribed by tel ocytes (arrows).
Objective 40x.

Figure 3. Electron micrograph sh owing th e close r elationship betw een arteriole and
telocytes. A: Telocyte covering collagen and elastic fibers present in the tunica adventitia.
B-C: Higher magnification of boxed areas in A. B: Gap junction connecting the processes of
two telopod es. C: Two dil atations, podo ms (pdl and pd2) which acco mmodate rough
endoplasmic reticulum. ar: a rteriole. smcs: smooth muscle cells. t p: telopod es. nt: n ervous

trunk. TC: telocyte. pd: podom.

Figure 4. T EM images of telopod es next to a venu le and capillary. A: Several telopodes
bordering the smooth muscle cells of a venule. B: The capillary is partially surrounded by
long tel opodes. C: Numerous telopodes encloses a ca pillary. smc: smooth muscle cell. tp:

telopodes. nt: nervous trunk. TC: telocyte. c: capillary. ve: venule.

Figure 5. Transmission electron microscopy images of telocyte in close apposition to wall of
venule. A: A typical ex ample of telo cyte: long, thin a nd moniliform processes w ith
dichotomous pat tern (arrowhead) ofb ranching. Bl ack square illus trating a high er
magnification of telocyte from A. B: The p erinuclear cytoplasm contains w ell-developed
Golgi apparatus (G), mitochondria (m), numerous polyribosomes (asterisk) and inter mediate
filaments (f). Not e the deep invagina tion (cilium-pit) corresponding to primary cilium. smc:
smooth muscle cells. tp: telopodes. ax: axon. TC: telocyte. e: endothelial cell. cp: cilium-pit.

pd: podom. ve: venule.

Figure 6. Duodenal venule. A: Telocyte located in paral lel between the cells of the vessel

wall and anervet runk. Note as the cy toplasm of tel ocyte e stablishes interactions wi th

15



vascular smooth muscle. Black rectangular illustrating the primary cilium. B: Longitudinally
section. Some telocytes exhibit a primary cilium. The basal body resides at the base of the
cilium-pit and is associated with its membrane via the distal appendages (white arrow). Below
the distal appendages are the subdistal appendages (black arrow). smc: smooth muscle cells.
tp: telopodes. nt: ne rvous t runk. TC: telocyte. e: endothelial cell. ve: v enule. G : golgi

apparatus. m: mitochondria. rer: rough endoplasmic reticulum. li: lipid drop.

Figure 7. TEM. Isolated secretory vesicle with exosome morphology (arrow) from telocyte

was located close to endothelial cell. nt: nervous trunk. TC: telocyte. c: capillary.
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Summary. Studies in vitro have permitted the
identification of enteric neural progenitor cells. Now the
question arises as to where these progenitor cells are
located in vivo. The purpose of this paper is to identify
possible candidate cells by means of transmission
electron microscopy (TEM).

We have located three interstitial cellular types
around the rat duodenum myenteric plexus. Type I cells
have been identified as Interstitial Cells of Cajal (ICCs).
These cells present well defined ultrastructural
characteristics, including the triple connexion IC-
nervous trunk- blood vessels. Type II cells show
characteristics of immature cells, emphasizing the
presence of a single cilium with the structure (9+0). To
analyse this nanostructure, we have elaborated a
reconstruction on ultrathin sections. The two previously
described cellular types could be considered to be
different functional states of the same cell. Type III cells
present ultrastructural characteristics of fibroblast-like
cells. This study suggests that Type II cells could be a
source of neural progenitor cells.

Key words: Primary cilium, Interstitial cells, Enteric
plexus, Progenitor cells, Stem cells, Ultrastructure,
Electron microscopy.

Introduction

The enteric nervous system (ENS) is a collection of
neurons in the gastrointestinal tract that constitutes the
"brain of the gut". This system provides neural control
for all functions of the gastrointestinal tract. Subsequent

Offprint requests to: Prof. C. Junquera, Department of Human Anatomy
and Histology, Faculty of Medicine, University of Zaragoza, Domingo
Miral s/n, 50009 Zaragoza. e-mail: cjunquer@unizar.es

examination of the functional and chemical diversity of
enteric neurons revealed that the enteric nervous system
closely resembles the central nervous system (CNS). In
fact, the ultrastructure of the ENS is more similar to the
CNS ultrastructure than to the rest of the peripheral
nervous system (PNS) (Gershon et al., 1994; Gershon,
1997).

An increasing body of evidence has accumulated
throughout recent years that supports the existence of
multipotent neural progenitor cells in the adult
mammalian gut, which are capable of differentiating into
neurons, glia and other cell types (Kruger et al., 2002;
Bondurand et al., 2003).

Rodent enteric neural stem cells have previously
been isolated by flow cytometry and cell suspension
cultures from smooth muscle layers of the entire gut wall
of postnatal and adult animals (Suarez-Rodriguez and
Belkind-Gershon, 2004). Recent studies described a
different approach to obtain enteric ganglion-derived
cells with the properties of neural progenitor cells, using
isolated myenteric ganglia from the infant and adult
human gut (Rauch et al., 2006; Metzger et al., 2009) and
myenteric ganglia from postnatal rat ileum (Silva et al.,
2008). These investigations provide evidence that neural
crest-derived progenitors are located in the myenteric
plexus. These precursors are nestin-immunopositive in
vitro, they can be expanded as neurosphere-like bodies
under the influence of EGF and FGF-2 and are induced
to differentiate into neurons and glial cells (Silva et al.,
2008).

Nestin expression is usually associated with dividing
or migrating cells (Sahlgren et al., 2001). In addition,
nestin is regarded as a marker for progenitor cells in the
CNS (Lendahl et al., 1990).

The specific location of enteric neural crest-derived
stem cells within the rodent gut wall has not yet been
established in vivo. It might be expected that they would
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reside within or, in close association with the enteric
ganglia. Interstitial Cajal cells can be found close to
enteric plexuses and surrounding the ganglions (Ramén
y Cajal, 1893). The ultrastructural characteristics of
these cells were established in different locations of
rodent gastrointestinal tract (Horiguchi and Komuro,
1998; Komuro, 1998), but not of rat duodenum.
Surprisingly, in the small intestine, some ICCs in the
plane of the myenteric plexus were found to be nestin-
immunopositive as has been demonstrated in humans
(Vanderwinden et al., 2002) and some cells were
scattered between the two muscle layers and
intramuscularly in rat (Cantarero et al., 2010).

Since the nestin-positive stem cells which have
generated neurospheres definitely come from the
myenteric plexus, our ultrastructural study has focused
initially on the identification of the different cell types
that appear to related to the enteric plexuses.

Evidently, a critical step towards understanding adult
neurogenesis is the identification of the primary
precursors that generate new neurons in vivo. The
identification of a stem cell niche is crucial to
understand the factors that regulate these cells.

The purpose of this report is to carry out an
ultrastructural study of the enteric plexuses and the cells
surrounding the ganglia, where the neural precursor cells
must be found.

Material and methods
Animal Use

Four adult Wistar rats, three months old, (Jackson
Laboratoires) were used in accordance with institutional
guidelines (Ethics Advisory Commission for Animal
Experimentation, PI 22/08). Each animal had ad libitum
access to food and water and was fed on a complete and
balanced standard laboratory diet (Teklad 4% rat diet
7001; Harlan Teklad, Madison, WI). They were housed
in temperature controlled rooms (20+1°C) and under
natural light.

The rats were anesthetised with pentobarbital
sodium and perfused intracardially with 2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde.

Electron Microscopy

The samples were washed in Palade tampon, post-
fixed with 2% osmium, rinsed, dehydrated in graded
acetones (30%, 50%, 70% with 2% uranyl-acetate, 90%,
100%) cleared in propylene oxide and embedded in
araldite (Durcupan, Fluka). Serial semithin sections (1.5
pm) were cut with a diamond knife and stained lightly
with 1% toluidine blue. Later, ultrathin (0.08 pm)
sections were cut with a diamond knife, collected on
Formvar coated single-slot grids, counterstained with
1% uranyl acetate and for 10 minutes with Reynold’s
lead citrate and examined under a FEI Tecnai G2 Spirit
transmission electron microscope. The images were

achieved with AMT’s CCD imaging system. To
determine the cilium ultrastructural characteristics in all
its length, we examined 50 serial ultrathin sections.

Results

Myenteric ganglia were located intramuscularly in
the connective tissue. In the neurons, the nucleus
presented a uniformly distributed chromatin, a thin
frame of marginal heterochromatin and a prominent
nucleolus (Fig. 1A). Glial cells and thick axonal trunks
constituted a part of these ganglion structures (Fig. 1B).
We observed three types of non-neural cells in the
connective space between the inner circular and the
outer longitudinal muscle layers. These cells constitute a
cellular net. They are interconnected through their
cytoplasmic prolongations that extend from the ganglia
periphery up to a capillary (Fig. 2A). Type I cells had an
oval or stellate shape presenting a very voluminous
nucleus with a finely distributed euchromatin with small
condensations and a thin frame of marginal
heterochromatin. It was surrounded by a small
perinuclear cytoplasm which expanded with radial
cytoplasmic processes (Fig. 2B). The cytoplasm of these
cells was less electron-dense than the neighbouring
smooth muscle cells. The long slender cytoplasmic
processes of these cells often overlaid the ganglia (Fig.
1A) and nerve bundles (Fig. 1B) with only a small gap
intervening. These cells contained several cisternae of
rough endoplasmic reticulum, polysomes, many thin
intermediate filaments, abundant mitochondria which
extended throughout cytoplasmic processes, and
dispersed caveolae along the cell membrane (Fig. 2C).
These ultrastructural features corresponded to the
currently accepted criteria for interstitial cells of Cajal
(ICC) identification. They resembled fibroblasts, but
were different on account of the lack of dilated cisternae
of endoplasmic reticulum, less dense cytoplasmic matrix
and frequent multiple cytoplasmic extensions. IC type I
showed intercellular connexions forming a network
through the duodenal wall (Fig. 3A,B); these homotypic
connexions can be identified with electrodense
reinforcement in the membranes of cellular
prolongations (Fig. 3A,B). In parallel, more than two
cells can be connected (Fig. 3B). These cells also
established close contact with neighbouring smooth
muscle cells (Fig. 3C); however, fibroblasts do not form
close contacts with any other cells.

Type 1II cells were similar to type I but with certain
differences. They had rather larger oval nuclei with
simpler cell bodies and fewer cytoplasmic organelles,
containing numerous free polyribosomes and limited
rough endoplasmic reticulum. Their prolongations
established close contacts with nervous trunks (Fig. 4A).
These cells exhibited a single cilium with 9+0 pattern,
derived from the parental centriole of the diplosomal
pair. The single cilium emerging from a typical basal
body was projected into the extracellular space. The
mother centriole shows basal foot and cap (Fig. 4B). The
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daughter centriole was close to the Golgi complex (Fig.
4C). We present three serial electron micrographs
selected from a reconstruction to analyse the
ultrastructure of this single cilium (Fig. 4).

In the circular smooth muscle layer, a population of
interstitial cells of stellate morphology could be

observed establishing close association with nerve
endings (Fig. 5A,B). Likewise, these cells established a
close relationship with blood capillaries (Fig. 6A,B) and
a connection with adjacent smooth muscle cells (Fig.
6C). The contact nervous trunk - interstitial cell -
capillary is a constant interrelation in our observations.

s Fig. 1. Ganglion in the

. myenteric plexus of rat
duodenum surrounded by
cytoplasmic processes of
interstitial cells (arrows).
A. The nucleus of neurons
« had finely granular
chromatin. B. The nucleus
- of glial cells was smaller
and much more irregular,
with a compact
distribution of
heterochromatin and a
thin frame of marginal

. chromatin. N: neuron; gc:
glial cell; nt: nervous
trunk; IC: interstitial cell;
LM: longitudinal muscle
layer, CM: circular muscle
layer.
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The overall appearance of type II cells was
suggestive of less-differentiated type I cells, and
appeared detached from the IC network, although there
was a gradual transition between the type I and type II
cells. Type I cells do not present a primary cilium. This
cilium emission, like a tiny antenna, is, without doubt,
an indicative fact of a specific function of type II cells.

In minor proportion, in the periganglionar intramuscular
connective tissue, we found a third cellular type which
we identified as fibroblast-like. On an ultrastructural
level, the fundamental differences with type I cells were:
a fusiform and elongated nucleus, a cytoplasm with a
more important electron density, less mitochondrial
content and long slender processes which did not present

Fig. 2. Interstitial cells located in the connective space between the circular and longitudinal muscle layers. A. In the proximity of a ganglion are four
interstitial cells between the two muscle coats. These cells show an oval or stellate shape, with long cytoplasmic processes. An interstitial cell with
moniliform processes is located between the blood capillary and smooth muscle cells. B. Detail of 2A. IC Type | projecting slender cytoplasmic
processes in various directions. Their cytoplasm is less electrodense than the smooth muscle cells. C. Close association between an IC and a bundle
of axons (arrowhead). Some mitochondria and caveolae can be seen (arrows). N: neuron; gc: glial cell; nt: nervous trunk; LM: longitudinal muscle layer;
CM: circular muscle layer; c: capillary; m: mitochondria.
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caveolae. These fibroblast-like prolongations established
contacts with IC type II (Fig. 7).

Discussion

In this transmission electron microscope study, we
have identified three cellular types. The ultrastructural
characteristics that we described for type I cells coincide
with the standards defined as well characterized ICCs.
The second type seems to be a less differentiated cell
that shows a single cilium as a remarkable characteristic.

A large variety in the structural features of ICCs in
different portions of the digestive tract of different
species has been recorded by some investigators
(Komuro, 1982; Christensen, 1992; Junquera et al.,
2001). Komuro refers to the different cytological

features of the cells that could represent morphological
variations of the same cell type, or a mixture of different
cell types, possibly including cells that were not typical
ICCs. In the same way, Min and Leabu suggest that the
developing gut contains progenitor cells gradually
expressing different combinations of proteins. They also
suggest that some of these progenitor cells may remain
in adult tissues functioning as organ-specific stem cells
(Min and Leabu, 2006). Previous results in rabbit
duodenum have provided evidence that some
populations of ICCs present immunohistochemical and
ultrastructural characteristics that are often present in
progenitor cells (Junquera et al., 2007). Recent
publications have shown evidence of plasticity in these
cells (Faussone-Pellegrini, 2005; Faussone-Pellegrini et
al., 2000).

Fig. 3. IC Intercellular connections. A. Higher magnification showing
junctional complex between two interstitial cells. B. The processes forming
a cellular network, joined parallely up to three distinct prolongations
(double arrow). C. Close association between ICC and a smooth muscle
cell. Intermediate filaments (if), polisomes (*) and caveolae (CV) could be
seen in the interstitial cell processes.



466

Primary cilium in interstitial cells

Fig. 4. IC Type Il. Three ultrathin serial sections selected from the
reconstruction of a primary cilium (arrow). The lack of the central pair of
microtubules can be observed. The cilium emerging from a typical basal
body that shows basal foot and cap (B). The daughter centriole was
close to the Golgi complex; nt: nervous trunk, g: Golgi complex; ct:
centriole.

Our view is that the different cytological
morphologies found in interstitial cells which surround
the ganglia of the myenteric plexus, may represent
several degrees of differentiation of a progenitor cell that
is located in the connective tissue of the adult intestine.
Both cellular types described (type I and type II) could
be considered different functional states of the same cell.

The primary cilium, which we found only in type II
cells, is a single non-motile cilium derived from the
parental centriole of the diplosomal pair; which seems to
relocate itself into a position beneath the cell membrane
after mitosis (Rieder et al., 1979). It generally differs
from a motile cilium by its reduced length, its lack of
motility due to the absence of dynein arms and lack of a
central pair of microtubules in its axoneme, which are
critical for directional controlled beating.

Several authors have reported the presence of a

S

Fig. 5. TEM intramuscular IC. A. IC of stellate morphology in the
connective tissue that surrounds the circular smooth muscle layer. B.
Detail of 5A. Close association between IC and a nervous trunk, some
varicosity contains peptidergic vesicles with electrondense central core.
nt: nervous trunk; IC: interstitial cell.



Primary cilium in interstitial cells

467

Fig. 6. Triad IC-Nervous
trunk-capillary. A.
Intramuscular IC

{ projecting processes

toward a capillary. B.
Detail of 6A. A filiform
process of intramuscular
IC surrounding a capillary.
C. Detail of 6A. The
extreme opposite
establishes a contact with
a muscular cell. nt:
nervous trunk; CM:
circular muscle layer; c:
capillary; IC: interstitial
cell.
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single cilium emerging from a basal centriole as an
ultrastructural characteristic of precursor cells (Seeley
and Nachury, 2010). It has also been published that
neuronal precursors in the embryonic neuroepithelium
extend a single cilium (Cohen and Meininger et al.,
1987). The existence of a single cilium characterizes
neural progenitor cells in the subventricular zone of the
adult mouse (Doetsch et al., 1999; Alvarez-Builla et al.,
2001; Alvarez-Builla and Lim, 2004; Doetsch, 2003).
Neural stem cells in both embryonic and adult brains
have a primary cilium (Han et al., 2008). Primary cilia in
the developing dentate gyrus measured 1.5-2u¢m long
and were present in cells containing numerous free
ribosomes with little rough endoplasmic reticulum,
which is characteristic of dividing progenitor cells.
These characteristics are similar to those described in
type II interstitial cells.

The dentate gyrus progenitors require primary cilia
to mediate Sonic hedgehog (Shh) signalling at a critical
stage of their development, when they are transitioning
and expanding from embryonic to postnatal neural stem
cells (Fu et al., 2004; Spassky et al., 2008). The single
cilium is a sensory antenna which concentrates in its
surface receptors for Shh signalling. In the same way,
Sonic hedgehog regulates the proliferation,
differentiation and migration of enteric neural crest cells
in the gut (Fu et al., 2004). The presence of a single
cilium in interstitial cells type II (“activated” ICCs)
could have the same functional meaning as for
progenitor cells of the CNS and Shh signalling might act
through the primary cilium.

The first objection to this approach is to admit that
an ICC’s subpopulation, considered to be of
mesenchemial origin, could be neural progenitors.
However, the existence of a cellular population emerging
from the ventral part of the neural tube (VENT cells) and

migrating up to the anterior part of the gastrointestinal
tract was demonstrated. These cells represent a neurons,
glia and ICC source, which suggests the existence of a
common progenitor for those three cellular lineages
(Sohal et al., 2002).

In the small intestine, the ICCs in the plane of the
myenteric plexus and some intramuscular cells were
nestin-immunoreactive. Several, but not all,
subpopulations of nestin-ir ICCs were Kit-
immunoreactive, which indicates some functional
subdivisions of the populations of ICCs (Vanderwinden
et al., 2002). In rat duodenum, we recently demonstrated
nestin-positive cells within myenteric ganglia, but also
cells scattered between the two muscle layers and
intramuscularly (Cantarero et al., 2010). As a first
approach, we might think that at least a subpopulation of
interstitial cells, the nestin-ir one, could represent in vivo
the cells which might give neurospheres in specific
culture conditions.

In addition to the two cellular types described in rat
duodenum, we have found a third cellular type that we
have identified as fibroblast-like, in accordance with
Komuro and co-workers studies who identified these
cells in rat stomach (Ishikawa et al., 1997) and mouse
small intestine (Horiguchi and Komuro, 2000). It has
been reported that immature ICCs have fibroblast-like
features in Ws/Ws rat colon, where less ICCs were
observed.

In vivo, SVZ neural stem cells and their progeny are
coupled to blood vessels in a specialized vascular niche;
transit-amplifying cells uniquely poised to receive
spatial indications and regulatory signals from diverse
elements of the vascular system (Tavazoie et al., 2008).
SVZ B1 cells in adult mice extend a minute apical
ending to directly contact the ventricle and a long basal
process ending on blood vessels (Mirzadeh et al., 2008).

¢ Fig. 7. Fibroblast-like (FI) in the myenteric
region. Its long and filiform process establishes
¥ contacts with IC (arrow). No caveolae or close
4 contact with smooth muscle cells was found.
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As we have demonstrated in our results, interstitial cells
establish, through their processes, contact with blood
capillaries of the periganglionar region and with small
capillaries located intramuscularly in the thickness of the
muscular layer to receive spatial reminders and
regulatory signals from diverse elements of the vascular
system.

Conclusion

In this paper, we have established the ultrastructural
characteristics of the interstitial cells localized around
enteric plexuses and intramuscularly in rat duodenum.

The results of this study suggest that at least a
subpopulation of activated 1CCs could be initially the
source of neural and ICC progenitor cells and its
activation might coincide with the emission of a single
cilium (9+0), acquiring a less differentiated morphology.
We proposed that the single cilium could represent a
characteristic of precursor cells in the enteric nervous
system.
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ABSTRACT The intermediate nestin filament is expressed in neural stem cells, neuroectoder-

mal tumors and various adult tissues under situations that reproduce developmental phases, e.g.,
physiological renewal of certain cell types, tissue regeneration, and healing or revascularization.
In the human gastrointestinal tract, nestin has been reported in glial cells and interstitial cells of
Cajal. We examined by immunohistochemistry the appearance and distribution of nestin protein in
enteric ganglia of rat duodenum. Through the myenteric and submucosal plexuses, a high number
of nestin-positive cells were visualized in this specie. The nestin-positive cells were smaller and
more numerous than enteric neurons. They were present both within and around ganglia. The
results of this study suggest that the rat enteric glial cells (EGCs) are rich in nestin, a protein usu-
ally associated with dividing or migrating cells and the dynamic reorganization of nestin filaments
during the cell cycle. EGCs could function as enteric stem cells. Microsc. Res. Tech. 74:148-152,

2011.  ©2010 Wiley-Liss, Inc.

INTRODUCTION

Nestin is a member of the family of intermediate fila-
ments and is expressed in progenitor cells of the cen-
tral nervous system (CNS) (Lendahl et al., 1990;
Sejersen and Lendahl, 1993).

During embryogenesis, nestin is important for distri-
bution and organization of critical cellular factors regu-
lating proliferation, survival, and differentiation of
neural stem cells; whereas in adult tissues, nestin is
mainly restricted to areas of regeneration (Wiese et al.,
2004).

Nestin expression is upregulated in adults under
pathological conditions (Frisén et al., 1995), during
regeneration of injured muscle tissue (Vaittinen et al.,
1999) and in neuroepithelial tumors (Dahlstrand et al.,
1992; Tohyama et al., 1992). Although it remains
unclear which factors regulate nestin expression in
vitro and in vivo, this represents a characteristic
marker of multilineage progenitor cells and suggests
that its presence in cells may indicate multipotentiality
and regenerative potential (Wiese et al., 2004).

Very little is known about functions of nestin in en-
teric nervous system (ENS). In the human gastrointes-
tinal tract (GI) tract, nestin has been reported in glial
cells, interstitial cells of Cajal (ICC) and gastrointesti-
nal stromal tumors, thought to derive from ICC
(Vanderwinden et al., 2002). However, there are no
previous immunohistochemical evidence about the
existence of nestin-positive cell in myenteric and sub-
mucosal ganglia in the rat GI.

The aim of this study was to examine the localization
of nestin in enteric ganglia of rat duodenum. This
fact may suggest a possible neurogenic zone in the
intestine.

©2010 WILEY-LISS, INC.

MATERIALS AND METHODS
Animal Use

Six adult Wistar rats, 3 months old (Jackson Laborato-
ries) were used in accordance with institutional guide-
lines (Ethics Advisory Commission for Animal Experi-
mentation, PI 22/08). Each animal had ad libitum access
to food and water and was fed on a complete and bal-
anced standard laboratory diet (Teklad 4% rat diet 7001;
Harlan Teklad, Madison, WI). They were housed in tem-
perature controlled rooms (20 = 1°C) and natural light.
All rats were anesthetized, euthanized, and perfused
intracardially with formal saline solution at 10% pH 7.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed on se-
rial paraffin sections 5-um thick using the immunohisto-
chemistry EnVision®™ (Dako) method. The primary anti-
body used in this study was: monoclonal mouse antines-
tin IgG (clone Rat-401, 1:400, Chemicon, Temecula, CA).
Antibodies were diluted with Dako diluent (S2022). The
tissue sections were deparaffinized in xylene (10 min
twice) and rehydrated in a graded ethanol series up to
distilled water. Before all assays, for heat-induced anti-
gen retrieval, the samples were treated during 6 min in
an 800-W microwave oven with 10% citrate buffer
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(Dako S2031) in distilled water and at 360 W for 5 addi-
tional minutes. After washing twice with PBS, 3 min,
the sections were treated with endogenous peroxidase
blocking (Dako S2001) for 20 min, washed in distilled
water and PBS 3 min, twice. The blocking was repeated
for a second time. The sections were incubated with the
primary antibody solution for 30 min followed by a rinse
in blocking buffer [100 mL PBS, 2 mL triton X100,
0.25 mL BSA (A4503 SIGMA)], for 3 min, twice. The vis-
ualization was made by incubating with Envision™ per-
oxidase-based visualization kit (Dako K5007) during
30 min, washed twice in PBS, for 3 min according to
manufacturer’s directions. To confirm the presence of
immunocomplexes, 3,3'-diaminobenzidine was used as
chromogene and hydrogen peroxide as substrate. The
samples were washed twice in distilled water, con-
trasted with Mayer’s hematoxylin for 7 min, washed in
tap water for 15 min, dehydrated in a graded series of
ethanol, cleared in xylene, and coverslipped with DPX.
Digital microscope images were captured by means of
an Olympus BX 51 microscope.

Immunofluorescence

The expression and distribution of proteins were stud-
ied by indirect immunofluorescence staining method for:
monoclonal mouse antinestin IgG (clone Rat-401, dilu-
tion 1:400, Chemicon, Temecula, CA); glial-fibrillary-
acidic-protein (GFAP, dilution 1:100, polyclonal rabbit-
anti-mouse Z0334 Dako); goat anti-mouse IgG (HL)
Alexa Fluor 488 (dilution 1:1000; Molecular Probes Invi-
trogen); goat anti-rabbit IgG (H + L) Alexa Fluor 546
(dilution 1:1000; Molecular Probes Invitrogen). The
antibodies were diluted with Dako (S2022) diluent. Tis-
sue sections were deparaffined in xylene (10 min twice)
and rehydrated in a graded ethanol series up to distilled
water. Before all assays, for heat-induced antigen re-
trieval, the samples were treated during 6 min in an
800 W microwave oven with 10% citrate buffer (Dako
S2031) in distilled water and at 360 W for 5 additional
minutes. After washing twice with PBS, 3 min, sections
were treated with endogenous peroxidase blocking
(Dako S2001) for 20 min, washed in distilled water and
PBS 3 min twice. The blocking was repeated for a sec-
ond time. Sections were incubated with the primary
antibody solution for 20 h followed by a rinse in blocking
buffer [100 mL PBS, 2 mL triton X100, 0.25 mL BSA
(A4503 SIGMA)], for 3 min twice. The visualization was
made with Alexa Fluors for 90 min, washing in PBS
three times for 10 min and incubated with 5 pli of
DRAQ5 (Biostatus, Leicesterchire, UK) to counterstain
the nuclei. Cover slips were then mounted in Mowiol
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) and cell
staining was documented using Leica TCS SL Laser
Scanning Confocal Microscope.

RESULTS

Enteric ganglia neurons are surrounded by a vast
neuropil in which axons, dendrites, and glial cells, with
their processes, are tightly packed together. Blood ves-
sels and connective tissue do not penetrate into ganglia
but lie outside them.

We observed a strong immunostaining of nestin-posi-
tive cells. Nestin-ir labeled numerous cells within
myenteric (Fig. 1A) and submucosal (Fig. 1B) ganglia,
but also cells scattered between the two muscle layers
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Fig. 1. Immunohistochemistry, EnVision® method. Nestin-posi-
tive cells are found within myenteric (A) and submucosal ganglia (B)
of rat duodenum. Nestin-positive cells are also seen within circular
and longitudinal muscle layers (C). Longitudinal section (A, C) and
cross-section (B). Scale bar = 20 pm. [Color figure can be viewed in
the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

and intramuscularly (Fig. 1C). In addition, there were
fewer nestin-positive cells in the submucosal plexus
than in the myenteric plexus (Fig. 1A). None of the
neurons was immunoreactive for nestin.
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Fig. 2. Nestin-positive cells at the level of the myenteric plexus subjected to confocal microscopy analyses.
Nestin-ir (green, A), nuclear staining (blue, B), and merged image (C). The scale bar is 20 pm in length and applies
to all images. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

c
20 p

Fig. 3. Confocal imaging of GFAP stained enteric glial cells from rat duodenum. GFAP-ir (red, A), nu-
clear staining (blue, B), and merged image (C). The scale bar is 20 pm in length and applies to all images.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

We did not find nestin-positive cells associated with
the deep muscular plexus. On the other hand, our
results show nestin-positive cells located below the mu-
cosal crypts with small fusiform or triangular-shaped
cell bodies (Fig. 1A).

The pattern of nestin expression observed with the
optical and confocal microscopy was similar (Figs. 2A—
2C). In parallel, we performed immunofluorescence
staining for glial fibrillary acidic protein. Again, GFAP-
ir labeled cells appeared within myenteric and submu-
cosal ganglia around neurons (Figs. 3A-3C). We also
used a double immunofluorescence technique to assess
coexpression of nestin and GFAP by the same cells

(Figs. 4A—4C). In the rat duodenum, some, but not all,
of nestin-positive cells also exhibited GFAP-ir (Figs.
5A-5C).

DISCUSSION

There are no previous immunohistochemical eviden-
ces about the existence of nestin-positive cells in rat
myenteric and submucosal ganglia. In contrast with the
human CNS, where nestin is transitorily expressed dur-
ing fetal development, very few structures retain nestin
expression in the mature CNS (Lendahl et al., 1990;
Mujtaba et al., 1998; Sejersen and Lendahl, 1993).

Microscopy Research and Technique
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Fig. 4. Confocal microscopy analyses. At level of the myenteric plexus, nestin-ir (green, A) is abun-
dantly present in GFAP-ir glial cells (red, B) and merged image (yellow, C). Nuclear staining (blue). The
scale bar is 10 um in length and applies to all images. [Color figure can be viewed in the online issue,

which is available at wileyonlinelibrary.com.]

Fig. 5. Laser confocal images of rat duodenum. Pattern of nestin-ir (green, A) and GFAP-ir (red, B)
in the myenteric plexus. Some GFAP-ir cells do not express nestin-ir (C). Nuclear staining (blue). The
scale bar is 10 um in length and applies to all images. [Color figure can be viewed in the online issue,

which is available at wileyonlinelibrary.com.]

While nestin is regarded as a marker for progenitor
cells in the CNS and for various types of tumors (Flgr-
enes et al., 1994; Kobayashi et al., 1998; Tohyama
et al., 1992), very little is actually known about its
function. Nestin expression is usually associated with
dividing or migrating cells and the dynamic reorgan-
ization of nestin filament during the cell cycle involves
phosphorylation by the cdc2 kinase (Sahlgren et al.,
2001). Antibodies used in this study did not discrimi-
nate the phosphorylated and nonphosphorylated forms
of nestin.

The presence of nestin immunoreactivity along the
rat duodenum is in agreement with a report on the pat-
tern of nestin-ir distribution observed in the human
intestine (Vanderwinden et al., 2002). The pattern of
nestin expression in the rat duodenum appeared to be
complex and only a detailed analysis of high-resolution
images and double immunohistochemical staining, as

Microscopy Research and Technique

performed in this study, provided a proper assessment
of cell type expressing nestin-ir in this localization.
Enteric glial cells (EGCs) are rich in gliofilament and
have processes that are firmly anchored to the surface of
the ganglion. Glial cells outnumber ganglion neurons and
probably confer structural stability to ganglia (Gabella,
1982). It is well known that the EGCs are positive for
GFAP. Komuro et al. (1982) revealed in the myenteric
plexus of the rabbit colon three types of non-neuronal (glial)
cells according to ultrastructural characteristics: type 1,
which was the most common, contained many 10 nm “glio-
filaments” and resembled EGCs or astrocytes from the
CNS; type 2, composing about 5% of glial cells, had few fila-
ments; type 3 was seen only rarely, had a small dark nu-
cleus, little cytoplasm, may have been from an extragan-
glionic origin and resembled microglia of the CNS.
Accumulating data suggests that EGCs represent
the morphological and functional equivalent of CNS
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astrocytes within the ENS (Gulbransen and Sharkey,
2009). Previous studies have demonstrated the exis-
tence of neural stem cells in the subventricular zone
(SVZ) of the adult rodent brain and have characterized
cellular types implicated in the neurogenesis. Also,
other studies have concluded that SVZ astrocytes (type
B cells) act as neural stem cells in both the normal and
regenerating brain (Doetsch et al., 1997).

We have demonstrated the presence of three cel-
lular subpopulations according to staining pattern
for nestin and GFAP. Cells positive to both GFAP
and nestin (subpopulation I), cells positive to nestin
and were negative to GFAP (subpopulation II), and
cells positive to GFAP and negative to nestin (sub-
population III). Given the huge similarities between
the ENS and the CNS, this observation can suggest
that cellular subpopulations I, II, and III could be
comparable with “B cells,” “C cells,” and astrocytes,
respectively, previously described in the adult mam-
malian SVZ. Type B and C cells were nestin-posi-
tive (Doetsch et al., 1997). Type C cells, which may
correspond to putative precursors, were negative to
GFAP. Type C cells were larger and more spherical
(less elongated) than Type B cells (Doetsch et al.,
1997). Type B cells, astrocyte precursors, were
darkly stained with anti-GFAP antibodies. Type B
cells had irregular contours that profusely filled
spaces between neighboring cells (Doetsch et al.,
1997).

Even though we do not reject the possibility that the
pattern of staining observed could be due to distinct
functional states of the same cell and that at least a
subpopulation of these cells may serve as neuronal pro-
genitors. In conclusion, the use of nestin and GFAP
antibodies has permitted us to characterize three sub-
populations of EGCs in the duodenum of adult rats,
which might have important implications in the under-
standing of the process of neurogenesis in the adult en-
teric plexus.
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Articulos | y IlI: Los telocitos.

La presencia y nomenclatura de las ICC ha sido motivo de
controversia durante muchos anos, no solo en el tracto gastrointestinal
sino también fuera de él. El origen de tal polémica viene justificado:
primero, porque a veces resulta dificil reconocer ultraestructuralmente a
tales células, incluso a pesar de estar preestablecidos los criterios para su
identificacidén; y segundo, la presencia de otros tipos celulares con
caracteristicas ultraestructurales muy similares o intermedias con las ICC.
Por ejemplo, en la literatura existe una gran cantidad de publicaciones
sobre fibroblastos, fibroblastos-like, miofibroblastos... que en nuestra

opinién, muchas veces se trata de ICC y viceversa.

Recientemente, LM. Popescu, autor de diversas publicaciones sobre
las ICC y las ICC-like, establece una nueva entidad celular denominada
Telocitos [Popescu et al., 2010]. En su primer articulo textualmente dice:
“Obviamente, las células que nosotros llamamos ICC-like son diferentes de
las ICC. Por tanto, parece razonable asignarle un nombre diferente para
referirse a ellas. De la misma manera que las neuronas intersticiales
pasaron a llamarse células intersticiales de Cajal, nosotros pensamos que

las ICC-like deberian llamarse Telocitos”.

En lo que respecta a este tema, nuestras observaciones nos llevan a
pensar que no se trata de una nueva entidad celular sino que podrian ser

considerados un subtipo de ICC. Efectivamente, poseen unas
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caracteristicas ultraestructurales propias y definitorias que le hacen
diferenciarse de las clasicamente descritas, fundamentalmente, la
presencia de largas y sinuosas prolongaciones (definidas por Popescu
como telopodios). Es por ello, que la delgadez de estas prolongaciones
posiblemente impedia su identificacidon al microscopio dptico, pero aun
asi, Cajal definié perfectamente su localizacidon en la mucosa intestinal,
distinguiendo incluso con claridad su morfologia. Por tanto, aunque
nosotros hemos aceptado su denominacion como telocitos, pensamos que
su descubridor en el intestino fue D. Santiago Ramédn y Cajal, pero en todo
caso, se trata de células intersticiales. Nos planteamos incluso si no
podrian ser estados intermediarios de la misma célula. Las ICC pueden
presentar una morfologia, unos organulos o una cromatina caracteristica
en un momento determinado de su ciclo celular. Es necesario analizar las
células desde un punto de vista dinamico: que recibe sefiales del medio,
que responde a ellas y que se comporta de una manera u otra

dependiendo del ambiente que le rodea.

Para apoyar nuestra hipodtesis, hay que destacar que los telocitos
son positivos al c-Kit, un receptor ampliamente aceptado como marcador
de células intersticiales, y que por el momento, no se ha descubierto
ningun marcador especifico de esta supuesta nueva entidad celular. En la
mayoria de los articulos donde se menciona la positividad hacia algun

anticuerpo utilizan frases especulativas:
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“células con caracteristicas de telocitos, bajo determinadas
circunstancias, son positivas al c-Kit, al CD34 y a la vimentina [Faussone-
Pellegrini y Bani, 2010; Bani et al., 2010]".

O bien,

“la figura 4A muestra telocitos positivos a la S-100. El
inmunomarcaje para la proteina Tau fue similar al de la S-100 (Fig. 3D). El
anticuerpo CD57 (NK1) fue positivo para los telocitos... Sin embargo, la
inmunohistoquimica por si sola no es suficiente para un diagndstico

positivo de telocitos [Popescu et al., 2010]”.

Ademas, la MET, aunque proporciona informacién muy valiosa,
revela a la célula en un momento determinado, y en nuestra opinion, no
es suficiente como herramienta Unica para demostrar una nueva entidad

celular.

Si en la zona subventricular se han aceptado varios tipos de
astrocitos, incluso con funcionalidad distinta, y en la zona subgranular,
estadios intermedios de la misma célula, épor qué no podrian existir
estadios intermediarios de las ICC? o épor qué no pueden existir subtipos

de ICC con caracteristicas ultraestructurales especificas?.
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Articulos Il y IlI: El cilio unico.

El cilio primario o cilio Unico, aunque es localizado en la mayoria de
las células de los vertebrados que han sido profundamente estudiadas, a
excepcion de las células de origen mieloide y linfoide [Wheatley, 1995], en
la literatura no se encuentran evidencias ultraestructurales de tal

existencia.

La funcién de esta estructura en los vertebrados ha sido sujeta de
muchas especulaciones, y hoy en dia, esta escasamente comprendida.
Desde su descubrimiento en células de mamifero [Zimmerman, 1898] se
han considerado tres hipdtesis:

1. Organulo vestigial.

2. Implicacion en el ciclo celular.

3. Antena sensorial.

Hasta 1990, el cilio Unico, denominado asi por primera vez por
Sorokin en 1962, se considerd un apéndice vestigial, heredado de un
ancestro cuyas células tenian un cilio movil. Estudios posteriores indicaron
una presencia generalizada y una ultraestructura conservada en células
endoteliales de la coérnea, sugiriendo entonces que estos organulos

podrian tener una funcidon importante en las células.

El ensamblaje del cilio primario esta también estrechamente ligado

y coordinado con el ciclo celular. El axonema ciliar estd anclado a la
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superficie proximal celular por el cuerpo basal. El cuerpo basal se deriva
del llamado centriolo “madre” en una fase especifica del ciclo celular,
requiriendo su liberacion desde los cilios y su utilizacion posterior como
centro organizador de microtubulos (MTOC) durante la mitosis. En los
vertebrados, esta oscilacion entre el cuerpo basal y el MTOC esta
tipicamente acompafiado de la extension del cilio en células postmitéticas
(fase GO o G1) y la reabsorcién posterior antes de la entrada en mitosis
[Archer y Wheatley, 1971; Tucker et al., 1979; Rieder et al.,, 1979;
Quarmby, 2004]. El punto exacto de la reabsorcion ciliar durante el ciclo
celular depende del tipo celular; algunas células reabsorben los cilios en la
fase S, y mas tipicamente, en la transicién G2/M (Figura 28) [Jensen et al.,

1987; Rieder et al., 1979].

Figura 28. El cilio primario y
el ciclo celular. En la mayoria
de las células, la formacion de

cilio primario ocurre por

primera vez después de la

citocinesis, durante la fase G1. G1 "

En la fase S, los centriolos ‘i},ij. M S I {\
inician la replicacion del ADN. ~ s ors
El desensamblge ciliar se

produce en latransicion G2/M. .
Plotnikova et al., 2009, - i
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A dia de hoy, la funcién principal y mas reconocida es su papel como
antena sensorial. Esta hipdtesis es sugerida puesto que los cilios son
usados como o6rganos sensoriales en los eucariotas inferiores, y las
estructuras del sistema olfativo y visual de los vertebrados son cilios
modificados [Pazour y Witman, 2003]. En general, se considera que el cilio
primario actiua como una unidad foto-, mecano- y osmo-sensora que
transfiere informaciéon del ambiente extracelular al interior celular [Veland

et al., 2009].

Por otro lado, recientes trabajos demuestran que el cilio primario
concentra varios receptores tipo somatostatina [Handel et al., 1999],
serotonina [Brailov et al., 2000] o dopamina [lwanaga et al.,, 2011]; vy
componentes de ciertas vias de sefializacion vitales para el desarrollo,
entre otras Sonic hedgehog (Shh) [Han et al., 2008], Wnt [Corbit et al.,
2008] y Polaridad Celular Plana o PCP [Jones et al., 2008] (Figura 29). De
tal manera que, defectos en los cilios primarios se han asociado por
ejemplo con el sindrome de Alstrom, Bardet-Biedl, Joubert, Meckel-

Gruber y Oro-facial digital tipo 1 [Badano et al., 2006].
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Cytoskeletal
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proteins
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Figura 29. Funcion de los cilios primarios. Los cilios primarios actian como un
organulo sensoria que transfiere informacién desde el medio extracelular a interior
celular. Las sefidles de los cilios primarios, en Ultima instancia, estdn implicados en la
regulacion de procesos celulares esenciales, incluyendo € ciclo celular, la organizacion
del citoesqueleto, € transporte intraflagelar y las vias de sefidizacion Shh, Wnt o PCP.
Bisgrovey Yost, 2006.

Por tanto, si las células progenitoras neurales en el cerebro
embrionario y adulto tienen un cilio primario [Alvarez-Builla et al., 2001],
gue es necesario para el correcto desarrollo y funcién del cerebro [Han et
al., 2008], y ademads, es determinante en las vias de diferenciacién y
proliferacion celular, no solo en estadios tempranos del desarrollo, sino
también en la neurogénesis adulta del SNC [Veland et al., 2009]; todas
estas consideraciones podrian darnos una orientacion sobre el posible
papel de las células ciliadas en el SNE, asi como proporcionarnos la clave

para poder identificar a las posibles progenitoras neurales entéricas.
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Articulo IV: La Nestina.

La nestina es un marcador de células progenitoras neurales tanto
del SNC como de células de la cresta neural de migracién temprana y post-
migratoria [Lo y Anderson, 1995] (Figura 30). Fue identificada por primera
vez en células mitdticamente activas del SNC y del SNP, capaces de
generar tanto neuronas como glia durante la embriogénesis temprana
[Hockfield y McKay, 1985]. Posteriormente, se ha asociado con células
progenitoras de tejidos no neurales como el corazéon [Kachinsky et al.,

1995], el pancreas [Delacour et al.,, 2004] o el intestino [Rauch et al.,

2006b].
EARLY-
NCSC MIGRATING
ret- NEURAL
P75+, nestifi+ CREST
Mash-1- -
lin-

proNP
ret+
P75+, nestin+ POST-
Mash-1+ MIGRATORY
lin- NEURAL
NP CREST
ret+
nestin+
Mash-1+
NF160+

nEunon - > @ >

retes GLIA or U
NF160+ ret-
peripherin+ GFAP+

Figura 30. Modelo que representa la supuesta relacion linea de las células

progenitoras del SNE. El fenotipo antigénico de cada tipo de célula progenitora es
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indicado. U: células no neuronales no identificadas, NCSC: células madre de la cresta
neural, proNP: progenitor proneurona, NP: progenitor neuronal, NNP: progenitor no

neuronal. Lo y Anderson, 1995.

La expresion de nestina disminuye cuando la célula comienza a
diferenciarse hacia un linaje neuronal o glial [Young et al., 2003; Shi et al.,
2008]. Si bien, se ha descrito que algunas células maduras son capaces de
mantener la expresidon de nestina, entre otros, los astrocitos [Rosser et al.,
1997], las células adrenocorticales [Bertelli et al., 2002], las ICC del plexo
mientérico [Vanderwinden et al., 2002], las neuronas del plexo submucoso
[Azan et al., 2011] o como nosotros hemos demostrado, algunas células

gliales de ambos plexos [Cantarero Carmona et al., 2011a].

Las células progenitoras neurales persisten también en el SNE de
roedores adultos jovenes (postnatal 5-15) [Kruger et al.,, 2002]. En
experimentos de cultivos celulares con ratones embrionarios, las células
progenitoras entéricas en division forman neuroesferas, las cuales pueden
mantenerse durante varios meses, y cuando se les proporciona las
condiciones dptimas, se diferencian a neuronas o glia [Schafer et al., 2009]
De igual manera, en estadios postnatales y en el adulto propiamente
dicho, se han utilizado cultivos de muestras intestinales, procedentes de
humano y roedores, para obtener células progenitoras clonales vy
multipotenciales, las cuales expresan nestina y se diferencian hacia
neuronas, células gliales y musculo liso [Suarez-Rodriguez y Belkind-
Gerson, 2004; Rauch et al., 2006a; Silva et al., 2008; Metzger et al., 20093;
2009b].
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Por otro lado, células con un fenotipo que no es ni neuronal ni glial
estan presentes en los ganglios entéricos de ratones postnatales (entre 5%
y 10%). Se cree que podrian representar células madre indiferenciadas
[Young et al., 2003]. Similares células, es decir, negativas para marcadores
neuronales y gliales, se han encontrado en el hipocampo humano adulto,
asumiéndose que podrian ser precursores en reposo de células
progenitoras [Eriksson et al., 1998]. Por otro lado, se han observado
células negativas para la nestina en cultivos de neuroesferas de cerebro de
ratdn adulto; dichas células se vuelven positivas después de un periodo de
maduracion y son capaces de generar de nuevo neuronas y células gliales.
Tal patrén de expresion se explica en base a que estas células representan
un tipo de células progenitoras tempranas ontogénicamente [Kukekov et

al., 1997].

De tal manera que células progenitoras entéricas, aun sin
identificar, podrian ser capaces de realizar el mantenimiento vy la
reparacion de células maduras que se han perdido o dafiado por el
recambio fisioldgico o una lesion. El hecho de existir una regeneracion en
el plexo mientérico de raton después de la destruccion de determinados
segmentos [Hanani et al., 2003], plantea la posibilidad que células madre
neurales humanas tengan un potencial similar para generar un
reemplazamiento de neuronas y células gliales [Kruger et al., 2002;
Schafer et al., 2009; Metzger, 2010]. En nuestra opinion, tal poblacion
celular podria ser aquella positiva a la nestina, al igual en el SNC. De

hecho, dos poblaciones celulares, bien las ICC o las células gliales, podrian
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ser candidatas a ello. No obstante, |la presencia del cilio Unico en las ICC
hace que tomen cierta ventaja sobre las anteriores. Un mayor
conocimiento de la biologia e identidad de estas supuestas células madre

podria revelar su potencial terapéutico.
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Como resultado de nuestra investigacion hemos obtenido las

siguientes conclusiones:

1. Un subtipo de células intersticiales de Cajal se localiza en la ldmina

propia del duodeno de rata Wistar.

2. Dichas células intersticiales de Cajal, en base a las caracteristicas
ultraestructurales,  particularmente  larguisimas y finas
prolongaciones (<0,2 micras) con ensanchamientos varicosos, se

han denominado como Telocitos.

3. Las células intersticiales de Cajal son encontradas en las
proximidades de troncos nerviosos y en relacién con los vasos

sanguineos formando auténticas redes celulares.

4. Las células intersticiales de Cajal establecen uniones de tipo gap
con los distintos tipos celulares que les rodean: linfocitos,

eosinofilos y células endocrinas.

5. La liberacidon de exosomas es una caracteristica particular de estas

células.

6. Algunas células intersticiales de Cajal asociadas a los vasos
sanguineos de la submucosa en el duodeno de rata Wistar

presentan un cilio Unico de estructura 9+0.
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7. Enrelacidn con el plexo mientérico del duodeno de rata Wistar, se
definen tres tipos de células intersticiales:
« Células tipo |. Se corresponden con las cldsicas células
intersticiales de Cajal.
« Células tipo Il. Presentan caracteristicas de células inmaduras
y particularmente un cilio Unico de naturaleza sensorial.

« Células tipo lll. Se corresponden con los fibroblastos-like.

8. El cilio Unico podria representar una caracteristica de las células

precursoras en el SNE.

9. La nestina se expresa en los plexos entéricos del duodeno de rata
Wistar: alrededor de los ganglios, en una subpoblacidon de células

glialesy en la base de las criptas intestinales.

10. En los plexos entéricos del duodeno de rata Wistar, existen tres
subtipos de células gliales en base a la expresion de nestina y
GFAP: subtipo 1 (nestina y GFAP positivas), subtipo 2 (nestina
positiva/GFAP negativa) y subtipo 3 (GFAP positiva/nestina

negativa).

-190 -



-191-



-192 -



Referencias

Ali HA, McLelland J. Neuron number in the intestinal myenteric
plexus of the domestic fowl (Gallus gallus). Anat Histol
Embryol. 1979; 8(3):277-83.

Altman J, Das GD. Autoradiographic and histological evidence of
postnatal hippocampal neurogenesis in rats. ] Comp Neurol.
1965; 124:319-35.

Altman J, Das GD. Autoradiographic and histological studies of
postnatal neurogenesis. I. A longitudinal investigation of the
kinetics, migration and transformation of cells incorporating
tritiated thymidine in neonate rats, with special reference to
postnatal neurogenesis in some brain regions. ] Comp Neurol.
1966; 126(3):337-89.

Altman J. Autoradiographic and histological studies of postnatal
neurogenesis. V. Cell proliferation and migration in the
anterior forebrain, with special reference to persisting
neurogenesis in the olfactory bulb. J Comp Neurol. 1969;
137(4):433-57.

Alvarez-Buylla A, Garcia-Verdugo JM, Tramontin AD. A unified
hypothesis on the lineage of neural stem cells. Nat Rev
Neurosci. 2001; 2(4):287-93.

Alvarez-Buylla A, Garcia-Verdugo JM. Neurogenesis in adult
subventricular zone. J Neurosci. 2002; 22:629-34.

Alvarez-Buylla A, Seri B, Doetsch F. Identification of neural stem
cells in the adult vertebrate brain. Brain Res Bull. 2002;

57(6):751-8.

-193 -



Referencias

8.

10.

11.

12.

13.

14.

- 194 -

Ambrogini P, Lattanzi D, Ciuffoli S, Agostini D, Bertini L, Stocchi
V, Santi S, Cuppini R. Morpho-functional characterization of
neuronal cells at different stages of maturation in granule cell
layer of adult rat dentate gyrus. Brain Res. 2004; 1017(1-
2):21-31.

Anderson RB, Newgreen DF, Young HM. Neural crest and the
development of the enteric nervous system. Adv Exp Med
Biol. 2006a; 589:181-196.

Anderson RB, Stewart AL, Young HM. Phenotypes of neural-
crest-derived cells in vagal and sacral pathways. Cell Tissue
Res. 2006b; 323:11-25.

Archer FL, Wheatley DN. Cilia in cell-cultured fibroblasts. II.
Incidence in mitotic and post-mitotic BHK 21-C13 fibroblasts. J
Anat. 1971; 109(Pt 2):277-92.

Azan G, Low WC, Wendelschafer-Crabb G, Ikramuddin S,
Kennedy WR. Evidence for neural progenitor cells in the
human adult enteric nervous system. Cell Tissue Res. 2011;
344(2):217-25.

Badano JL, Mitsuma N, Beales PL, Katsanis N. The ciliopathies: an
emerging class of human genetic disorders. Annu Rev
Genomics Hum Genet. 2006; 7:125-48.

Bani D, Formigli L, Gherghiceanu M, Faussone-Pellegrini MS.
Telocytes as supporting cells for myocardial tissue
organization in developing and adult heart. J Cell Mol Med.

2010; 14(10):2531-8.



Referencias

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Beckett EA, McGeough CA, Sanders KM, Ward SM. Pacing of
interstitial cells of Cajal in the murine gastric antrum:
neutrally mediated and direct stimulation. J Physiol. 2003;
553(Pt 2):545-559.

Beckett EA, Ro S, Bayguinov Y, Sanders KM, Ward SM. Kit
signaling is essential for development and maintenance of
interstitial cells of Cajal and electrical rhythmicity in the
embryonic gastrointestinal tract. Dev Dyn. 2007; 236(1):60-
72.

Berkley HJ. On complex nerve terminations and ganglion cells in
the muscular tissue of the heart ventricle. Anat Anz. 1893;
9:34-42.

Bertelli E, Regoli M, Lucattelli M, Bastianini A, Fonzi L. Nestin
expression in rat adrenal gland. Histochem Cell Biol. 2002;
117:371-377.

Besmer P, Murphy JE, George PC, Qiu FH, Bergold PJ, Lederman
L, Snyder HW Jr, Brodeur D, Zuckerman EE, Hardy WD. A new
acute transforming feline retrovirus and relationship of its
oncogene v-kit with the protein kinase gene family. Nature.
1986; 320(6061):415-21.

Bisgrove BW, Yost HJ. The roles of cilia in developmental
disorders and disease. Development. 2006; 133(21):4131-43.
Bobryshev YV. Subset of cells immunopositive for neurokinin-1

receptor identified as arterial interstitial cells of Cajal in

human large arteries. Cell Tissue Res. 2005; 321(1):45-55.

-195-



Referencias

22. Boddy G, Daniel EE. Role of I-Ca(2+) channels in intestinal pacing
in wild-type and W/W(V) mice. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol. 2005; 288(3):G439-46.

23. Brailov |, Bancila M, Brisorgueil MJ, Miquel MC, Hamon M, Vergé
D. Localization of 5-HT(6) receptors at the plasma membrane
of neuronal cilia in the rat brain. Brain Res. 2000; 872(1-
2):271-5.

24. Brookes SJ. Classes of enteric nerve cells in the guinea-pig small
intestine. Anat Rec. 2001; 262:58-70.

25. Burns AJ, Douarin NM. The sacral neural crest contributes
neurons and glia to the post-umbilical gut: spatiotemporal
analysis of the development of the enteric nervous system.
Development. 1998; 125:4335-4347.

26. Buyse, A. The differentiation of transplanted mammalian gonad
primordia. J Exp Zool. 1935; 70:1-30.

27. Cajal SR, Sala C. Terminaciéon de los nervios y tubos glandulares
del pancreas de los vertebrados. Trab. Lab. Histol. Facultad
Med. Barcelona 1891; 28:1-5.

28. Cajal SR. El plexo de Auerbach de los batracios. Trab. Lab. Histol.
Facultad Med. Barcelona. 1892; 23-28.

29. Cajal SR. Los Ganglios y Plexos Nerviosos del Intestino de los
Mamiferos. Imprenta y Libreria de Nicolas Moya. Madrid.
1893; 5-37.

30. Cajal SR. Histologie du systeme nerveux de 'homme et des

vertébrés. Paris: Maloine, 1911, vol. 2, p. 891-942.

-196 -



Referencias

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Cameron HA, Woolley CS, McEwen BS, Gould E. Differentiation
of newly born neurons and glia in the dentate gyrus of the
adult rat. Neuroscience. 1993; 56(2):337-44.

Cameron HA, McKay RD. Adult neurogenesis produces a large
pool of new granule cells in the dentate gyrus. ] Comp Neurol.
2001; 435:406-17.

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Lavoie-Gagnon C,
Junquera Escribano C. Distribution of nestin protein:
immunohistochemical study in enteric plexus of rat
duodenum. Microsc Res Tech. 2011a; 74(2):148-52.

Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé MJ, Junquera
Escribano C. Identification of telocytes in the lamina propria
of rat duodenum: transmission electron microscopy. J Cell
Mol Med. 2011b; 15(1):26-30.

Cantarero |, Luesma MJ, Junquera C. The primary cilium of
telocytes in the vasculature: electron microscope imaging. J
Cell Mol Med. 2011. doi: 10.1111/j.1582-4934.2011.01312.x.

Christensen J, Rick GA, Lowe LS. Distributions of interstitial cells
of Cajal in stomach and colon of cat, dog, ferret, opossum, rat,
guinea pig and rabbit. J Auton Nerv Syst. 1992; 37(1):47-56.

Christensen J. A commentary on the morphological
identification of interstitial cells of Cajal in the gut. J Auton
Nerv Syst. 1992; 37(2):75-88. Review.

Corbit KC, Shyer AE, Dowdle WE, Gaulden J, Singla V, Chen MH,

Chuang PT, Reiter JF. Kif3a constrains B-catenin-dependent

-197 -



Referencias

Wnt signalling through dual ciliary and non-ciliary
mechanisms. Nature Cell Biol. 2008; 10:70-76.

39. Coskun V, Wu H, Blanchi B, Tsao S, Kim K, Zhao J, Biancotti JC,
Hutnick L, Krueger RC Jr, Fan G, de Vellis J, Sun YE. CD133+
neural stem cells in the ependyma of mammalian postnatal
forebrain. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008; 105(3):1026-31.

40. Costa M, Brookes SJ, Steele PA, Gibbins I, Burcher E, Kandiah ClJ.
Neurochemical classification of myenteric neurons in the
guinea-pig ileum. Neuroscience. 1996; 75:949- 967.

41. Cretoiu D, Ciontea SM, Popescu LM, Ceafalan L, Ardeleanu C.
Interstitial Cajal-like cells (ICLC) as steroid hormone sensors in
human myometrium: immunocytochemical approach. J Cell
Mol Med. 2006; 10(3):789-95.

42. Daniel EE, Posey-Daniel V. Neuromuscular structures in opossum
esophagus: role of interstitial cells of Cajal. Am J Physiol.
1984; 246(3 Pt 1):G305-15.

43. Daniel EE. Communication between interstitial cells of Cajal and
gastrointestinal muscle. Neurogastroenterol Motil. 2004; 16
Suppl 1:118-22. Review.

44. Daniel EE, Yazbi AE, Mannarino M, Galante G, Boddy G,
Livergant J, Oskouei TE. Do gap junctions play a role in nerve
transmissions as well as pacing in mouse intestine? Am J

Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2007; 292(3):G734-45.

-198 -



Referencias

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

d'Auriol L, Mattei MG, Andre C, Galibert F. Localization of the
human c-kit protooncogene on the ql1-g12 region of
chromosome 4. Hum Genet. 1988; 78(4):374-6.

de Graaff E, Srinivas S, Kilkenny C, D'Agati V, Mankoo BS,
Costantini F, Pachnis, V. Differential activities of the RET
tyrosine kinase receptor isoforms during mammalian
embryogenesis. Genes Dev. 2001; 15:2433-2444.

Delacour A, Nepote V, Trumpp A, Herrera PL. Nestin expression
in pancreatic exocrine cell lineages. Mech Dev. 2004;
121(1):3-14.

Dickens EJ, Hirst GDS, Tomita T. Identification of rhythmically
active cells in guinea-pig stomach. J Physiol. 1999; 514:515—-
531

Dickinson DP, Machnicki M, Ali MM, Zhang Z, Sohal GS. Ventrally
emigrating neural tube (VENT) cells: a second neural tube-
derived cell population. J Anat. 2004; 205(2):79-98. Review.

Doetsch F, Garcia-Verdugo JM, Alvarez-Buylla A. Cellular
composition and three-dimensional organization of the
subventricular germinal zone in the adult mammalian brain. J
Neurosci. 1997; 17(13):5046-61.

Doetsch F, Caillé |, Lim DA, Garcia-Verdugo JM, Alvarez-Buylla A.
Subventricular zone astrocytes are neural stem cells in the
adult mammalian brain. Cell. 1999; 97(6):703-16.

Druckenbrod NR, Epstein ML. The pattern of neural crest
advance in the cecum and colon. Dev Biol. 2005; 287:125-133.

-199 -



Referencias

53. Duquette RA, Shmygol A, Vaillant C, Mobasheri A, Pope M,
Burdyga T, Wray S. Vimentin-positive, c-kit-negative
interstitial cells in human and rat uterus: a role in
pacemaking? Biol Reprod. 2005; 72(2):276-83.

54. Durbec PL, Larsson-Blomberg LB, Schuchardt A, Costantini F,
Pachnis V. Common origin and developmental dependence on
c-ret of subsets of enteric and sympathetic neuroblasts.
Development. 1996; 122:349-358.

55. Ehninger D, Kempermann G. Neurogenesis in the adult
hippocampus. Cell Tissue Res. 2008; 331(1):243-50.

56. Epstein ML, Mikawa T, Brown AM, McFarlin DR. Mapping the
origin of the avian enteric nervous system with a retroviral
marker. Dev Dyn. 1994; 201:236-244.

57. Eriksson PS, Perfilieva E, Bjork-Eriksson T, Alborn AM, Nordborg
C, Peterson DA, Gage FH. Neurogenesis in the adult human
hippocampus. Nat Med. 1998; 4:1313-1317.

58. Farrugia G. lonic conductances in gastrointestinal smooth
muscles and interstitial cells of Cajal. Annu Rev Physiol. 1999;
61:45-84. Review.

59. Faussone Pellegrini MS. Ultrastructure and topography of Cajal
interstitial cells in the circular muscle layer of the ileum and
the colon in the rat. Boll Soc Ital Biol Sper. 1982; 58(19):1260-
5.

- 200 -



Referencias

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Faussone-Pellegrini MS, Cortesini C. Ultrastructure of striated
muscle fibers in the middle third of the human esophagus.
Histol Histopathol. 1986; 1(2):119-28.

Faussone-Pellegrini MS. Comparative study of interstitial cells of
Cajal. Acta Anat (Basel). 1987a; 130(2):109-26.

Faussone-Pellegrini MS. Cytodifferentiation of the interstitial
cells of Cajal of mouse colonic circular muscle layer. An EM
study from fetal to adult life. Acta Anat (Basel). 1987b;
128(2):98-109.

Faussone-Pellegrini  MS.  Histogenesis,  structure and
relationships of interstitial cells of Cajal (ICC): from
morphology to functional interpretation. Eur J Morphol. 1992;
30(2):137-48. Review.

Faussone-Pellegrini MS, Thuneberg L. Guide to the identification
of interstitial cells of Cajal. Microsc Res Tech. 1999; 47(4):248-
66. Review.

Faussone-Pellegrini MS. Interstitial cells of Cajal: once negligible
players, now blazing protagonists. Ital J] Anat Embryol. 2005;
110(1):11-31. Review.

Faussone-Pellegrini MS. Relationships between neurokinin
receptor-expressing interstitial cells of Cajal and
tachykininergic nerves in the gut. J Cell Mol Med. 2006;
10(1):20-32. Review.

-201-



Referencias

67. Faussone-Pellegrini MS, Bani D. Relationships between telocytes
and cardiomyocytes during pre- and post-natal life. J Cell Mol
Med. 2010; 14(5):1061-3.

68. Formey A, Buscemi L, Boittin FX, Bény JL, Meister JJ.
Identification and functional response of interstitial Cajal-like
cells from rat mesenteric artery. Cell Tissue Res. 2011;
343(3):509-19.

69. Fujita A, Takeuchi T, Saitoh N, Hanai J, Hata F. Expression of
Ca(2+)-activated K(+) channels, SK3, in the interstitial cells of
Cajal in the gastrointestinal tract. Am J Physiol Cell Physiol.
2001; 281(5):C1727-33.

70. Fukuda S, Kato F, Tozuka Y, Yamaguchi M, Miyamoto Y,
Hisatsune T. Two distinct subpopulations of nestin-positive
cells in adult mouse dentate gyrus. J Neurosci. 2003;
23(28):9357-66.

71. Furness JB, Costa M. Types of nerves in the enteric nervous
system. Neuroscience. 1980; 5(1):1-20. Review.

72. Furness JB, Johnson PJ, Pompolo S, Bornstein JC. Evidence that
enteric motility reflexes can be initiated through entirely
intrinsic mechanisms in the guinea-pig small intestine.
Neurogastroenterol Motil. 1995; 7:89-96.

73. Furness, JB. Types of neurons in the enteric nervous system. J
Auton Nerv Syst. 2000; 81:87-96.

74. Furness JB. The organisation of the autonomic nervous system:

peripheral connections Auton Neurosci. 2006; 130(1-2):1-5.

-202 -



Referencias

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Gabella G. The number of neurons in the small intestine of mice,
guinea-pigs and sheep. Neuroscience. 1987; 22:737-752.

Garcia AD, Doan NB, Imura T, Bush TG, Sofroniew MV. GFAP-
expressing progenitors are the principal source of constitutive
neurogenesis in adult mouse forebrain. Nat Neurosci. 2004;
7(11):1233-41.

Garcia-Lopez P, Garcia-Marin V, Martinez-Murillo R, Freire M.
Updating old ideas and recent advances regarding the
Interstitial Cells of Cajal. Brain Res Rev. 2009; 61(2):154-69.

Geissler EN, Ryan MA, Housman DE. The dominant-white
spotting (W) locus of the mouse encodes the c-kit proto-
oncogene. Cell. 1988; 55(1):185-92.

Geissler EN, Liao M, Brook JD, Martin FH, Zsebo KM, Housman
DE, Galli SJ. Stem cell factor (SCF), a novel hematopoietic
growth factor and ligand for c-kit tyrosine kinase receptor,
maps on human chromosome 12 between 12q14.3 and
12qter. Somat Cell Mol Genet. 1991; 17(2):207-14.

Gershon, MD, Epstein ML, Hegstrand L. Colonization of the chick
gut by progenitors of enteric serotonergic neurons:
distribution, differentiation, and maturation within the gut.
Dev Biol. 1980; 77: 41-51.

Gershon, MD. The enteric nervous system. Annu Rev Neurosci.
1981; 4:227-272.

Gershon MD, Rothman TP. Enteric glia. Glia. 1991; 4:195-204.

-203 -



Referencias

83. Gershon, MD. Development of the neural crest. J Neurobiol.
1993; 24:141-145.

84. Gershon, MD. The Second Brain: New York: Harper Collins. 1998.

85. Gherghiceanu M, Hinescu ME, Andrei F, Mandache E, Macarie
CE, Faussone-Pellegrini MS, Popescu LM. Interstitial Cajal-like
cells (ICLC) in myocardial sleeves of human pulmonary veins. )
Cell Mol Med. 2008; 12(5A):1777-81.

86. Gherghiceanu M, Manole CG, Popescu LM. Telocytes in
endocardium: electron microscope evidence. J Cell Mol Med.
2010;14(9):2330-4.

87. Gianino S, Grider JR, Cresswell J, Enomoto H, Heuckeroth RO.
GDNF availability determines enteric neuron number by
controlling precursor proliferation. Development. 2003;
130:2187-2198.

88. Gil-Perotin S, Alvarez-Buylla A, Garcia-Verdugo JM. Identification
and characterization of neural progenitor cells in the adult
mammalian brain. Adv Anat Embryol Cell Biol. 2009; 203:1-
101, ix.

89. Gould E, Beylin A, Tanapat P, Reeves A, Shors TJ. Learning
enhances adult neurogenesis in the hippocampal formation.
Nat Neurosci. 1999; 2(3):260-5.

90. Guillemot F, Lo LC, Johnson JE, Auerbach A, Anderson DJ, Joyner
AL. Mammalian achaete-scute homolog 1 is required for the
early development of olfactory and autonomic neurons. Cell.

1993; 75:463-476.

- 204 -



Referencias

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Hagger R, Gharaie S, Finlayson C, Kumar D. Distribution of the
interstitial cells of Cajal in the human anorectum. J Auton
Nerv Syst. 1998; 73(2-3):75-9.

Han YG, Spassky N, Romaguera-Ros M, Garcia-Verdugo JM,
Aguilar A, Schneider-Maunoury S, Alvarez-Buylla A. Hedgehog
signaling and primary cilia are required for the formation of
adult neural stem cells. Nat Neurosci. 2008; 11(3):277-84.

Hanani M, Ledder O, Yutkin V, Abu-Dalu R, Huang TY, Hartig W,
Vannucchi MG, Faussone-Pellegrini MS. Regeneration of
myenteric plexus in the mouse colon after experimental
denervation with benzalkonium chloride. J Comp Neurol.
2003; 462:315-327.

Handel M, Schulz S, Stanarius A, Schreff M, Erdtmann-Vourliotis
M, Schmidt H, Wolf G, Hollt V. Selective targeting of
somatostatin receptor 3 to neuronal cilia. Neuroscience.
1999; 89(3):909-26.

Hara Y, Kubota M, Szurszewski JH. Electrophysiology of smooth
muscle of the small intestine of some mammals. J Physiol.
1986; 372:501-20.

Harhun M, Gordienko D, Kryshtal D, Pucovsky V, Bolton T. Role
of intracellular stores in the regulation of rhythmical [Ca2+]i
changes in interstitial cells of Cajal from rabbit portal vein.

Cell Calcium. 2006; 40(3):287-98.

-205 -



Referencias

97. Hashitani H, Suzuki H. Identification of interstitial cells of Cajal in
corporal tissues of the guinea-pig penis. Br J Pharmacol. 2004;
141(2):199-204.

98. Hashitani H, Garcia-Londofo AP, Hirst GD, Edwards FR. Atypical
slow waves generated in gastric corpus provide dominant
pacemaker activity in guinea pig stomach. J Physiol. 2005;
569(Pt 2):459-65.

99. Hashitani H, Lang RJ. Functions of ICC-like cells in the urinary
tract and male genital organs. J Cell Mol Med. 2010;
14(6A):1199-211.

100. Hinescu ME, Popescu LM. Interstitial Cajal-like cells (ICLC) in
human atrial myocardium. J Cell Mol Med. 2005; 9(4):972-5.

101. Hinescu ME, Popescu LM, Gherghiceanu M, Faussone-Pellegrini
MS. Interstitial Cajal-like cells in rat mesentery: an
ultrastructural and immunohistochemical approach. J Cell Mol
Med. 2008; 12(1):260-70.

102. Hinescu ME, Gherghiceanu M, Suciu L, Popescu LM. Telocytes in
pleura: two- and three-dimensional imaging by transmission
electron microscopy. Cell Tissue Res. 2011; 343(2):389-97.

103. Hirst GDS, Edwards FR. Generation of slow waves in the antral
region of guinea-pig stomach — a stochastic process. J Physiol.
2001; 535:165-180

104. Hockfield S, McKay RD. Identification of major cell classes in the
developing mammalian nervous system. J Neurosci. 1985;

5(12):3310-28.

- 206 -



Referencias

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Horiguchi K, Semple GS, Sanders KM, Ward SM. Distribution of
pacemaker function through the tunica muscularis of the
canine gastric antrum. J Physiol. 2001; 537(Pt 1):237-50.

Horiguchi K, Sanders KM, Ward SM. Enteric motor neurons form
synaptic-like junctions with interstitial cells of Cajal in the
canine gastric antrum. Cell Tissue Res. 2003; 311:299-313.

Huang Y, Mei F, Yu B, Zhang HJ, Han J, Jiang ZY, Zhou DS.
Distribution of the interstitial Cajal-like cells in the gallbladder
and extrahepatic biliary duct of the guinea-pig. Acta
Histochem. 2009; 111(2):157-65.

Huizinga JD, Farraway L, Hertog AD. Generation of slow-
wavetype action potentials in canine colon smooth muscle
involves a non-Ltype Ca2 conductance. J Physiol. 1991;
442:15-29.

Huizinga JD, Thuneberg L, Vanderwinden JM, Rumessen JJ.
Interstitial cells of Cajal as targets for pharmacological
intervention in gastrointestinal motor disorders. Trends
Pharmacol Sci. 1997; 18:393-403

Huizinga JD, Golden CM, Zhu Y, White EJ. lon channels in
interstitial cells of Cajal as targets for neurotransmitter action.
Neurogastroenterol Motil. 2004; 16 Suppl 1:106-11.

Iwanaga T, Hozumi Y, Takahashi-lwanaga H.
Immunohistochemical demonstration of dopamine receptor
D2R in the primary cilia of the mouse pituitary gland. Biomed

Res. 2011; 32(3):225-35.

-207 -



Referencias

112. Jensen CG, Davison EA, Bowser SS, Rieder CL. Primary cilia cycle
in PtK1 cells: effects of colcemid and taxol on cilia formation
and resorption. Cell Motil Cytoskeleton. 1987; 7(3):187-97.

113. Jiang Y, Liu MT, Gershon MD. Netrins and DCC in the guidance of
migrating neural crest-derived cells in the developing bowel
and pancreas. Dev Biol. 2003; 258(2):364-84.

114. Johansson CB, Momma S, Clarke DL, Risling M, Lendahl U, Raff
MC, Miller RH, Noble M. Identification of a neural stem cell in
the adult develops in vitro into an astrocyte or an
oligodendrocyte depending mammalian central nervous
system. Cell. 1999; 96(1):25-34.

115. Johnston L, Sergeant GP, Hollywood MA, Thornbury KD, McHale
NG. Calcium oscillations in interstitial cells of the rabbit
urethra. J Physiol. 2005; 565(Pt 2):449-61.

116. Jones C, Roper VC, Foucher I, Qian D, Banizs B, Petit C, Yoder BK,
Chen P. Ciliary proteins link basal body polarization to planar
cell polarity regulation. Nature Genet. 2008; 40: 69-77.

117. Junquera C, Martinez-Ciriano C, Castiella T, Serrano P, Azanza
MJ, Junquera SR. Immunohistochemical and ultrastructural
characteristics of interstitial cells of Cajal in the rabbit
duodenum. Presence of a single cilium. J Cell Mol Med. 2007,
11(4):776-87.

118. Junquera Escribano C, Cantarero Carmona |, Luesma Bartolomé
MJ, Soriano-Navarro M, Martinez-Ciriano C, Castiella

Muruzabal T, Garcia-Verdugo JM. The primary cilium: A

- 208 -



Referencias

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

relevant characteristic in interstitial cells of rat duodenum
enteric plexus. Histol Histopathol. 2011; 26(4):461-70.

Kachinsky AM, Dominov JA, Miller JB. Intermediate filaments in
cardiac myogenesis: nestin in the developing mouse heart. J
Histochem Cytochem. 1995; 43(8):843-7.

Kaplan MS, Bell DH. Mitotic neuroblasts in the 9-day-old and 11-
month-old rodent hippocampus. J Neurosci. 1984; 4(6):1429-
41.

Kapur RP, Yost C, Palmiter RD. A transgenic model for studying
development of the enteric nervous system in normal and
aganglionic mice. Development. 1992; 116:167-175.

Kapur RP. Colonization of the murine hindgut by sacral crest-
derived neural precursors: experimental support for an
evolutionarily conserved model. Dev Biol. 2000; 227:146-155.

Kempermann G, Jessberger S, Steiner B, Kronenberg G.
Milestones of neuronal development in the adult
hippocampus. Trends Neurosci. 2004; 27(8):447-52. Review.

Kierszenbaum AL. Histologia y Biologia Celular. Introduccion a la
anatomia patoldgica. 22 Edicidn. Elsevier. Barcelona. 2008.

Kitamura Y, Hirotab S. Kit as a human oncogenic tyrosine kinase.
Cell Mol Life Sci. 2004; 61(23):2924-31.

Kito Y, Suzuki H. Properties of pacemaker potentials recorded
from myenteric interstitial cells of Cajal distributed in the

mouse small intestine. J Physiol. 2003; 553(Pt 3):803-18.

- 209 -



Referencias

127. Kluppel M, Huizinga JD, Malysz J, Bernstein A. Developmental
origin and Kit-dependent development of the interstitial cells
of cajal in the mammalian small intestine. Dev Dyn. 1998;
211(1):60-71.

128. Knecht AK, Bronner-Fraser M. Induction of the neural crest: a
multigene process. Nat Rev Genet. 2002; 3(6):453-61. Review.

129. Koh SD, Sanders KM, Ward SM. Spontaneous electrical
rhythmicity in cultured interstitial cells of Cajal from the
murine small intestine. J Physiol. 1998; 513:203-213.

130. Komuro T, Tokui K, Zhou DS. Identification of the interstitial cells
of Cajal. Histol Histopathol. 1996; 11(3):769-86. Review.

131. Komuro T. Comparative morphology of interstitial cells of Cajal:
ultrastructural characterization. Microsc Res Tech. 1999;
47(4):267-85. Review.

132. Komuro T, Seki K, Horiguchi K. Ultrastructural characterization of
the interstitial cells of Cajal. Arch Histol Cytol. 1999;
62(4):295-316.

133. Komuro T. Structure and organization of interstitial cells of Cajal
in the gastrointestinal tract. J Physiol. 2006; 576(Pt 3):653-8.
Review.

134. Kostin S. Myocardial telocytes: a specific new cellular entity. J
Cell Mol Med. 2010; 14(7):1917-21. Review.

135. Kronenberg G, Reuter K, Steiner B, Brandt MD, Jessberger S,
Yamaguchi M, Kempermann G. Subpopulations of

proliferating cells of the adult hippocampus respond

-210 -



Referencias

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

differently to physiologic neurogenic stimuli. ] Comp Neurol.
2003; 467(4):455-63.

Kruger GM, Mosher JT, Bixby S, Joseph N, lwashita T, Morrison
SJ. Neural crest stem cells persist in the adult gut but undergo
changes in self-renewal, neuronal subtype potential, and
factor responsiveness. Neuron. 2002; 35:657-669.

Kukekov VG, Laywell ED, Thomas LB, Steindler DA. A nestin-
negative precursor cell from the adult mouse brain gives rise
to neurons and glia. Glia. 1997; 21:399-407.

Kunze, WA, Furness JB. The enteric nervous system and
regulation of intestinal motility. Annu Rev Physiol. 1999;
61:117-142.

Lavin ST, Southwell BR, Murphy R, Jenkinson KM, Furness JB.
Activation of neurokinin 1 receptors on interstitial cells of
Cajal of the guinea-pig small intestine by substance P.
Histochem Cell Biol. 1998; 110:263-271.

Le Douarin N. A biological cell labeling technique and its use in
expermental embryology. Dev Biol. 1973; 30(1):217-22.

Le Douarin NM, Teillet MA. The migration of neural crest cells to
the wall of the digestive tract in avian embryo. J Embryol Exp
Morphol. 1973; 30(1):31-48.

Le Douarin N. Migration and differentiation of neural crest cells.
Curr Top Dev Biol. 1980; 16:31-85. Review.

Le Douarin NM, Dupin E. Multipotentiality of the neural crest.
Curr Opin Genet Dev. 2003; 13:529-536.

-211-



Referencias

144. Lecoin L, Gabella G, Le Douarin N. Origin of the c-kit-positive
interstitial cells in the avian bowel. Development. 1996;
122(3):725-33.

145. Lee JCF, Thuneberg L, Berezin |, and Huizinga JD. Generation of
slow waves in membrane potentials is an intrinsic property of
interstitial cells of Cajal. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol. 1999; 277:G409-G423.

146. Liu HN, Ohya S, Furuzono S, Wang J, Imaizumi Y, Nakayama S.
Co-contribution of IP3R and Ca2+ influx pathways to
pacemaker Ca2+ activity in stomach ICC. J Biol Rhythms.
2005a; 20(1):15-26.

147. Liu HN, Ohya S, Wang J, Imaizumi Y, Nakayama S. Involvement of
ryanodine receptors in pacemaker Ca2+ oscillation in murine
gastric ICC. Biochem Biophys Res Commun. 2005b;
328(2):640-6.

148. Liu MT, Kuan YH, Wang J, Hen R, Gershon MD. 5-HT4 receptor-
mediated neuroprotection and neurogenesis in the enteric
nervous system of adult mice. J Neurosci. 2009; 29(31):9683-
99.

149. Lo L, Anderson DJ. Postmigratory neural crest cells expressing c-
ret display restricted developmental and proliferative
capacities. Neuron. 1995; 15:527-539.

150. Lois C, Alvarez-Buylla A. Proliferating subventricular zone cells in
the adult mammalian forebrain can differentiate into neurons

and glia. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993; 90(5):2074-7.

-212 -



Referencias

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

Lois C, Alvarez-Buylla A. Long-distance neuronal migration in the
adult mammalian brain. Science. 1994; 264(5162):1145-8.

Luckensmeyer GB, Keast JR. Projections of pelvic autonomic
neurons within the lower bowel of the male rat: an
anterograde labelling study. Neuroscience. 1998; 84:263-280.

Maeda H, Yamagata A, Nishikawa S, Yoshinaga K, Kobayashi S,
Nishi K, Nishikawa S. Requirement of c-kit for development of
intestinal pacemaker system. Development. 1992; 116(2):369-
75.

Martin FH, Suggs SV, Langley KE, Lu HS, Ting J, Okino KH, Morris
CF, McNiece IK, Jacobsen FW, Mendiaz EA, et al. Primary
structure and functional expression of rat and human stem
cell factor DNAs. Cell. 1990; 63(1):203-11.

Matini, P, Mayer B, Faussone-Pellegrini MS. Neurochemical
differentiation of rat enteric neurons during pre- and
postnatal life. Cell Tissue Res. 1997; 288:11-23.

Mazet B, Raynier C. Interstitial cells of Cajal in the guinea pig
gastric antrum: distribution and regional density. Cell Tissue
Res. 2004; 316(1):23-34.

McCloskey KD, Gurney AM. Kit positive cells in the guinea pig
bladder. J Urol. 2002; 168(2):832-6

Metzger R, Schuster T, Till H, Stehr M, Franke FE, Dietz HG. Cajal-
like cells in the human upper urinary tract. J Urol. 2004;

172(2):769-72.

-213 -



Referencias

159.

160.

161.

162.

163.

164.

-214 -

Metzger M, Caldwell C, Barlow AJ, Burns AJ, Thapar N. Enteric
nervous system stem cells derived from human gut mucosa
for the treatment of aganglionic gut disorders.
Gastroenterology. 2009a; 136:2214-2225.

Metzger M, Bareiss PM, Danker T, Wagner S, Hennenlotter J,
Guenther E, Obermayr F, Stenzl A, Koenigsrainer A, Skutella T,
Just L. Expansion and differentiation of neural progenitors
derived from the human adult enteric neurvous system.
Gastroenterology. 2009b; 137:2063-2073.

Metzger M. Neurogenesis in the enteric nervous system. Arch
Ital Biol. 2010; 148:73-83.

Miettinen M, Lasota J. KIT (CD117): a review on expression in
normal and neoplastic tissues, and mutations and their
clinicopathologic correlation. Appl Immunohistochem Mol
Morphol. 2005; 13(3):205-20.

Nakahara M, Isozaki K, Hirota S, Miyagawa J, Hase-Sawada N,
Taniguchi M, Nishida T, Kanayama S, Kitamura Y, Shinomura
Y, Matsuzawa Y. A novel gain-of-function mutation of c-kit
gene in gastrointestinal stromal tumors. Gastroenterology.
1998; 115(5):1090-5.

Nakayama S, Kajioka S, Goto K, Takaki M, Liu HN. Calcium-
associated mechanisms in gut pacemaker activity. J Cell Mol

Med. 2007; 11(5):958-68. Review.



Referencias

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Newgreen DF. The rostral level of origin of sympathetic neurons
in the chick embryo, studied in tissue culture. Am J Anat.
1979; 154:557-562.

Nicholas JS. Experiments on developing rats. IV. The growth and
differentiation of eggs and egg cylinders when transplanted
under the kidney capsule. J Exp Zool. 1942; 90:41-64.

Palmer TD, Ray J, Gage FH. FGF-2-responsive neuronal
progenitors reside in proliferative and quiescent regions of
the adult rodent brain. Mol Cell Neurosci. 1995; 6(5):474-86.

Palmer TD, Markakis EA, Willhoite AR, Safar F, Gage FH.
Fibroblast growth factor-2 activates a latent neurogenic
program in neural stem cells from diverse regions of the adult
CNS. J Neurosci. 1999; 19(19):8487-8497

Palmer TD, Willhoite AR, Gage FH. Vascular niche for adult
hippocampal neurogenesis. J Comp Neurol. 2000; 425(4):479-
94.

Paton WD, Vane JR. Analysis of the responses of the isolated
stomach to electrical stimulation and to drugs. J Physiol.
1963; 165:10-46.

Pauls K, Merkelbach-Bruse S, Thal D, Blttner R, Wardelmann E.
PDGFRalpha- and c-kit-mutated gastrointestinal stromal
tumours (GISTs) are characterized by distinctive histological
and immunohistochemical features. Histopathology. 2005;

46(2):166-75.

-215-



Referencias

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

-216 -

Pazour GJ, Witman GB. The vertebrate primary cilium is a
sensory organelle. Curr Opin Cell Biol. 2003; 15(1):105-10.
Review.

Pei-Lin Li. The intramural nervous system of the small intestine
with special reference to the innervation of the inner
subdivision of its circular muscle. J Anat. 1940; 74(Pt 3):348—
359.

Pezzone MA, Watkins SC, Alber SM, King WE, de Groat WC,
Chancellor MB, Fraser MO. Identification of c-kit-positive cells
in the mouse ureter: the interstitial cells of Cajal of the
urinary tract. Am J Physiol Renal Physiol. 2003; 284(5):F925-9.

Pham TD, Gershon MD, Rothman TP. Time of origin of neurons
in the murine enteric nervous system: sequence in relation to
phenotype. ] Comp Neurol. 1991; 314(4):789-98.

Plotnikova OV, Pugacheva EN, Golemis EA. Primary cilia and the
cell cycle. Methods Cell Biol. 2009; 94:137-60.

Pomeranz HD, Rothman TP, Chalazonitis A, Tennyson VM,
Gershon MD. Neural crest-derived cells isolated from the gut
by immunoselection develop neuronal and glial phenotypes
when cultured on laminin. Dev Biol. 1993; 156:341-361.

Popescu LM, Ciontea SM, Cretoiu D, Hinescu ME, Radu E,
lonescu N, Ceausu M, Gherghiceanu M, Braga RI, Vasilescu F,
Zagrean L, Ardeleanu C. Novel type of interstitial cell (Cajal-
like) in human fallopian tube. J Cell Mol Med. 2005a; 9(2):479-
523.



Referencias

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

Popescu LM, Hinescu ME, lonescu N, Ciontea SM, Cretoiu D,
Ardelean C. Interstitial cells of Cajal in pancreas. J Cell Mol
Med. 2005b; 9(1):169-90.

Popescu LM, Ciontea SM, Cretoiu D. Interstitial Cajal-like cells in
human uterus and fallopian tube. Ann N Y Acad Sci. 2007;
1101:139-65. Review.

Popescu LM, Faussone-Pellegrini MS. TELOCYTES - a case of
serendipity: the winding way from Interstitial Cells of Cajal
(ICC), via Interstitial Cajal-Like Cells (ICLC) to TELOCYTES. J Cell
Mol Med. 2010; 14(4):729-40.

Popescu LM, Manole CG, Gherghiceanu M, Ardelean A,
Nicolescu MI, Hinescu ME, Kostin S. Telocytes in human
epicardium. J Cell Mol Med. 2010; 14(8):2085-93.

Popescu LM, Manole E, Serboiu CS, Manole CG, Suciu LC,
Gherghiceanu M, Popescu BO. Identification of telocytes in
skeletal muscle interstitium: implication for muscle
regeneration. J Cell Mol Med. 2011; 15(6):1379-92.

Powley TL. Vagal input to the enteric nervous system. Gut. 2000;
47 Suppl 4:iv30-32.

Pucovsky V, Moss RF, Bolton TB. Non-contractile cells with thin
processes resembling interstitial cells of Cajal found in the
wall of guinea-pig mesenteric arteries. J Physiol. 2003; 552(Pt
1):119-33.

Quarmby LM. Cellular deflagellation. Int Rev Cytol. 2004;
233:47-91.

-217 -



Referencias

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

-218 -

Radu E, Regalia T, Ceafalan L, Andrei F, Cretoiu D, Popescu LM.
Cajal-type cells from human mammary gland stroma:
phenotype characteristics in cell culture. J Cell Mol Med.
2005; 9(3):748-52.

Rasmussen H, Rumessen JJ, Hansen A, Smedts F, Horn T.
Ultrastructure of Cajal-like interstitial cells in the human
detrusor. Cell Tissue Res. 2009; 335(3):517-27.

Rauch U, Hansgen A, Hagl C, Holland-Cunz S, Schafer KH.
Isolation and cultivation of neuronal precursor cells from the
developing human enteric nervous system as a tool for cell
therapy in dysganglionosis. Int J Colorectal Dis. 2006a;
21:554-559.

Rauch U, Klotz M, Maas-Omlor S, Wink E, Hansgen A, Hagl C,
Holland-Cunz S, Schafer KH. Expression of intermediate
filament proteins and neuronal markers in the human fetal
gut. J Histochem Cytochem. 2006b; 54:39-46.

Rieder CL, Jensen CG, Jensen LC. The resorption of primary cilia
during mitosis in a vertebrate (PtK1) cell line. J Ultrastruct
Res. 1979; 68:173-185.

Riguelme PA, Drapeau E, Doetsch F. Brain micro-ecologies:
neural stem cell niches in the adult mammalian brain. Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2008; 363(1489):123-37.

Romero-Aleman MM, Monzdn-Mayor M, Yanes C, Lang D. Radial
glial cells, proliferating periventricular cells, and microglia

might contribute to successful structural repair in the cerebral



Referencias

194.

195.

196.

197.

198.

199.

cortex of the lizard Gallotia galloti. Exp Neurol. 2004,
188(1):74-85.

Rosser AE, Tyers P, ter Borg M, Dunnett SB, Svendsen CN. Co-
expression of MAP-2 and GFAP in cells developing from rat
EGF responsive precursor cells. Brain Res Dev Brain Res. 1997;
98(2):291-5.

Rothman TP, Gershon MD. Phenotypic expression in the
developing murine enteric nervous system. J Neurosci. 1982;
2:381-393.

Rothman TP, Nilaver G, Gershon MD. Colonization of the
developing murine enteric nervous system and subsequent
phenotypic expression by the precursors of peptidergic
neurons. J Comp Neurol. 1984; 225:13-23.

Rumessen JJ, Thuneberg L, Mikkelsen HB. Plexus muscularis
profundus and associated interstitial cells. Il. Ultrastructural
studies of mouse small intestine. Anat Rec. 1982; 203(1):129-
46.

Rumessen JJ. Identification of interstitial cells of Cajal.
Significance for studies of human small intestine and colon.
Dan Med Bull. 1994; 41(3):275-93. Review.

Rumessen JJ, Vanderwinden JM. Interstitial cells in the
musculature of the gastrointestinal tract: Cajal and beyond.

Int Rev Cytol. 2003; 229:115-208.

-219 -



Referencias

200. Sanders KM. A case for interstitial cells of Cajal as pacemakers
and mediators of neurotransmission in the gastrointestinal
tract. Gastroenterology. 1996; 111(2):492-515. Review.

201. Sanders KM, Ordog T, Koh SD, and Ward SM. A novel pacemaker
mechanism drives gastrointestinal rhythmicity. News Physiol
Sci. 2000; 15:291-298.

202. Sanders KM, Koh SD, Ward SM. Interstitial cells of cajal as
pacemakers in the gastrointestinal tract. Annu Rev Physiol.
2006; 68:307-43.

203. Sarna SK. Are interstitial cells of Cajal plurifunction cells in the
gut? Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2008;
294(2):G372-90.

204. Schafer K-H, Ginneken CV, Copray S. Plasticity and neural stem
cells in the enteric nervous system. Anat Rec. 2009;
292:1940-1952.

205. Schuchardt A, D'Agati V, Larsson-Blomberg L, Costantini F,
Pachnis V. Defects in the kidney and enteric nervous system
of mice lacking the tyrosine kinase receptor Ret. Nature.
1994; 367:380-383.

206. Serbedzija GN, Burgan S, Fraser SE, Bronner-Fraser M. Vital dye
labeling demonstrates a sacral neural crest contribution to
the enteric nervous system of chick and mouse embryos.

Development. 1991; 111:857-866.

-220 -



Referencias

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

Seri B, Garcia-Verdugo JM, McEwen BS, Alvarez-Buylla A.
Astrocytes give rise to new neurons in the adult mammalian
hippocampus. J Neurosci. 2001; 21(18):7153-60.

Seri B, Garcia-Verdugo JM, Collado-Morente L, McEwen BS,
Alvarez-Buylla A. Cell types, lineage, and architecture of the
germinal zone in the adult dentate gyrus. J Comp Neurol.
2004; 478(4):359-78.

Shafik A, El-Sibai O, Shafik AA, Shafik I. ldentification of
interstitial cells of Cajal in human urinary bladder: concept of
vesical pacemaker. Urology. 2004b; 64(4):809-13.

Shafik A, El-Sibai O, Shafik |, Shafik AA. Immunohistochemical
identification of the pacemaker cajal cells in the normal
human vagina. Arch Gynecol Obstet. 2005; 272(1):13-6.

Shi H, Cui H, Alam G, Gunning WT, Nestor A, Giovannucci D,
Zhang M, Ding HF. Nestin expression defines both glial and
neuronal progenitors in postnatal sympathetic ganglia. J
Comp Neurol. 2008; 508:867—-878.

Shihabuddin LS, Ray J, Gage FH. FGF-2 is sufficient to isolate
progenitors found in the adult mammalian spinal cord. Exp
Neurol, 1997; 148(2):577-586.

Shors TJ, Miesegaes G, Beylin A, Zhao M, Rydel T, Gould E.
Neurogenesis in the adult is involved in the formation of trace
memories. Nature. 2001; 410(6826):372-6.

Silva AT, Wardhaugh T, Dolatshad NF, Jones S, Saffrey MJ.

Neural progenitors from isolated postnatal rat myenteric

-221-



Referencias

ganglia: expansion as neurospheres and differentiation in
vitro. Brain Res. 2008; 1218:47-53.

215. Smith TK, Reed JB, Sanders KM. Origin and propagation of
electrical slow waves in circular muscle of canine proximal
colon. Am J Physiol. 1987; 252(2 Pt 1):C215-24.

216. Sohal GS, Ali MM, Farooqui FA. A second source of precursor
cells for the developing enteric nervous system and interstitial
cells of Cajal. Int J Dev Neurosci. 2002; 20(8):619-26.

217. Song HJ, Stevens CF, Gage FH. Neural stem cells from adult
hippocampus develop essential properties of functional CNS
neurons. Nat Neurosci. 2002; 5(5):438-45.

218. Southard-Smith EM, Kos L, Pavan WJ. Sox10 mutation disrupts
neural crest development in Dom Hirschsprung mouse model.
Nat Genet. 1998; 18:60-64.

219. Steiner B, Kronenberg G, Jessberger S, Brandt MD, Reuter K,
Kempermann G. Differential regulation of gliogenesis in the
context of adult hippocampal neurogenesis in mice. Glia.
2004; 46(1):41-52.

220. Suarez-Rodriguez R, Belkind-Gerson J. Cultured nestin-positive
cells from postnatal mouse small bowel differentiate ex vivo
into neurons, glia, and smooth muscle. Stem Cells. 2004;
22:1373-1385.

221. Suciu L, Popescu LM, Gherghiceanu M. Human placenta: de visu
demonstration of interstitial Cajal-like cells. J Cell Mol Med.

2007; 11(3):590-7.

-222 -



Referencias

222.

223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

Suciu L, Popescu LM, Regalia T, Ardelean A, Manole CG.
Epicardium: interstitial Cajal-like cells (ICLC) highlighted by
immunofluorescence. J Cell Mol Med. 2009; 13(4):771-7.

Suciu L, Popescu LM, Gherghiceanu M, Regalia T, Nicolescu M,
Hinescu ME, Faussone-Pellegrini MS. Telocytes in human term
placenta: morphology and phenotype. Cells Tissues Organs.
2010; 192(5):325-39.

Suzuki H, Ward SM, Bayguinov YR, Edwards FR, Hirst GD.
Involvement of intramuscular interstitial cells in nitrergic
inhibition in the mouse gastric antrum. J Physiol. 2003; 546(Pt
3):751-763.

Suzuki N, Prosser CL, Dahms V. Boundary cells between
longitudinal and circular layers: essential for electrical slow
waves in cat intestine. Am J Physiol. 1986; 250(3 Pt 1):G287-
94.

Thuneberg L. Interstitial cells of Cajal: intestinal pacemaker
cells? Adv Anat Embryol Cell Biol. 1982; 71:1-130.

Thuneberg L. One hundred years of interstitial cells of Cajal.
Microsc Res Tech. 1999; 47(4):223-38. Review.

Timmermans JP, Hens J, Adriaensen D. Outer submucous plexus:
an intrinsic nerve network involved in both secretory and
motility processes in the intestine of large mammals and
humans. Anat Rec. 2001; 262:71-78.

Toma H, Nakamura K, Emson PC, Kawabuchi M.

Immunohistochemical distribution of c-Kit-positive cells and

-223 -



Referencias

nitric oxide synthase-positive nerves in the guinea-pig small
intestine. J Auton Nerv Syst. 1999; 75(2-3):93-9.

230. Torihashi S, Ward SM, Sanders KM. Development of c-Kit-
positive cells and the onset of electrical rhythmicity in murine
small intestine. Gastroenterology. 1997; 112(1):144-55.

231. Torihashi S, Horisawa M, Watanabe Y. c-Kit immunoreactive
interstitial cells in the human gastrointestinal tract. J Auton
Nerv Syst. 1999; 75(1):38-50.

232. Torihashi S, Fujimoto T, Trost C, Nakayama S. Calcium oscillation
linked to pacemaking of interstitial cells of Cajal: requirement
of calcium influx and localization of TRP4 in caveolae. J Biol
Chem. 2002; 277(21):19191-7.

233. Tropepe V, Craig CG, Morshead CM, van der Kooy D.
Transforming growth factor-alpha null and senescent mice
show decreased neural progenitor cell proliferation in the
forebrain subependyma. J Neurosci. 1997; 17(20):7850-7859.

234. Tucker RW, Pardee AB, Fujiwara K. Centriole ciliation is related
to quiescence and DNA synthesis in 3T3 cells. Cell. 1979;
17(3):527-35.

235. Vajda J, Fehér E. Distribution and fine structure of the interstitial
cells of Cajal. Acta Morphol Acad Sci Hung. 1980; 28(3):251-8.

236. Van der Aa F, Roskams T, Blyweert W, De Ridder D. Interstitial
cells in the human prostate: a new therapeutic target?

Prostate. 2003; 56(4):250-5.

- 224 -



Referencias

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

Vanderwinden JM, Gillard K, De Laet MH, Messam CA,
Schiffmann SN. Distribution of the intermediate filament
nestin in the muscularis propria of the human gastrointestinal
tract. Cell Tissue Res. 2002; 309(2):261-8.

Vannucchi MG, Faussone-Pellegrini MS. Differentiation of
cholinergic cells in the rat gut during pre- and postnatal life.
Neurosci Lett. 1996; 206:105-108.

Veland IR, Awan A, Pedersen LB, Yoder BK, Christensen ST.
Primary cilia and signaling pathways in mammalian
development, health and disease. Nephron Physiol. 2009;
111(3):p39-53.

Vives V, Alonso G, Solal AC, Joubert D, Legraverend C.
Visualization of S100B-positive neurons and glia in the central
nervous system of EGFP transgenic mice. J] Comp Neurol.
2003; 457(4):404-19.

Wang XY, Sanders KM, Ward SM. Intimate relationship between
interstitial cells of cajal and enteric nerves in the guinea-pig
small intestine. Cell Tissue Res. 1999; 295(2):247-56.

Ward SM, Harney SC, Bayguinov JR, MclLaren GJ, Sanders KM.
Development of electrical rhythmicity in the murine
gastrointestinal tract is specifically encoded in the tunica
muscularis. J Physiol. 1997; 505(Pt 1):241-58.

Ward SM. Interstitial cells of Cajal in enteric neurotransmission.

Gut. 2000; 47 Suppl 4:iv40-3;

-225-



Referencias

244. Ward SM, Sanders KM. Physiology and pathophysiology of the
interstitial cell of Cajal: from bench to bedside. I. Functional
development and plasticity of interstitial cells of Cajal
networks. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2001;
281(3):G602-11. Review.

245. Wheatley DN. Primary cilia in normal and pathological tissues.
Pathobiology. 1995; 63(4):222-38.

246. Won KJ, Sanders KM, Ward SM. Interstitial cells of Cajal mediate
mechanosensitive responses in the stomach. Proc Natl Acad
Sci U'S A. 2005; 102(41):14913-8.

247. Yang HK, Sundholm-Peters NL, Goings GE, Walker AS, Hyland K,
Szele FG. Distribution of doublecortin expressing cells near
the lateral ventricles in the adult mouse brain. J Neurosci Res.
2004; 76(3):282-95.

248. Yarden Y, Kuang WJ, Yang-Feng T, Coussens L, Munemitsu S, Dull
TJ, Chen E, Schlessinger J, Francke U, Ullrich A. Human proto-
oncogene c-kit: a new cell surface receptor tyrosine kinase for
an unidentified ligand. EMBO J. 1987; 6(11):3341-51.

249. Yntema CL, Hammond WS. The origin of intrinsic ganglia of trunk
viscera from vagal neural crest in the chick embryo. J Comp
Neurol. 1954; 101(2):515-41.

250. Yoneyama M, Shiba T, Hasebe S, Ogita K. Adult neurogenesis is
regulated by endogenous factors produced during

neurodegeneration. J Pharmacol Sci. 2011; 115(4):425-32.

- 226 -



Referencias

251. Young HM, Ciampoli D, Southwell BR, Newgreen DF. Origin of
interstitial cells of Cajal in the mouse intestine. Dev Biol. 1996;
180(1):97-107.

252. Young HM, Hearn CJ, Ciampoli D, Southwell BR, Brunet F,
Newgreen, DF. A single rostrocaudal colonization of the
rodent intestine by enteric neuron precursors is revealed by
the expression of Phox2b, Ret, and p75 and by explants grown
under the kidney capsule or in organ culture. Dev Biol. 1998;
202:67-84.

253. Young HM, Ciampoli D, Hsuan J, Canty AJ. Expression of Ret-,
p75(NTR)-, Phox2a-, Phox2b-, and tyrosine hydroxylase-
immunoreactivity by undifferentiated neural crestderived
cells and different classes of enteric neurons in the embryonic
mouse gut. Dev Dyn. 1999; 216:137- 152.

254. Young HM, Bergner AJ, Miller T. Acquisition of neuronal and
glial markers by neural crest-derived cells in the mouse
intestine. ] Comp Neurol. 2003; 456:1-11.

255. Zhang SC, Fedoroff S. Cellular localization of stem cell factor and
c-kit receptor in the mouse nervous system. J Neurosci Res.
1997; 47(1):1-15.

256. Zheng Y, Li H, Manole CG, Sun A, Ge J, Wang X. Telocytes in
trachea and lungs. J Cell Mol Med. 2011. doi: 10.1111/j.1582-
4934.2011.01404 x.

-227 -



Referencias

257. Zimmermann KW. Beitrage zur Kenntnis einiger Driisen und
Epithelien. Arch Mikr Anat. Entwicklungsmech. 1898; 52:552—
706.

-228 -



-229-



	278.pdf
	1a.tesis 11.08.2011.pdf
	1. Hoja en blanco.pdf
	2. Hoja en blanco
	3. portada
	4. Hoja en blanco
	5. presentacion Concha
	6. Hoja en blanco
	7. frases
	8. Hoja en blanco
	9. portada agradecimientos
	10. Hoja en blanco
	11. agradecimientos
	12. Hoja en blanco
	13. Hoja en blanco
	14. A mi familia
	15. Hoja en blanco
	16. portada agradecimientos
	17. Hoja en blanco
	18. Abreviatuas
	19. Hoja en blanco
	20. Hoja en blanco

	indice
	Tabla de contenidos.pdf
	22. Hoja en blanco

	2. tesis 12.'08.2011
	23. portada introduccion.pdf
	24. Hoja en blanco
	25. Introduccion. EL Sistema Nervioso Entérico
	26. Hoja en blanco
	27. Introduccion. Las células intersticiales de Cajal
	28. Hoja en blanco
	29. Introduccion. Neurogénesis adulta
	30. Hoja en blanco
	31. portada justificacion
	32. Hoja en blanco
	33. Justificacion
	34. portada objetivos
	35. Hoja en blanco
	36. Objetivos
	37. Hoja en blanco

	3. tesis 12.08.2011
	38. presentaciones de las publicaciones.pdf
	39. Hoja en blanco
	40.Presentacion de las publicaciones
	41. Hoja en blanco
	42. portada publicaciones
	43. Hoja en blanco
	44. Publicaciones
	45. Hoja en blanco

	4. tesis 12.08.2011
	Telocytes.pdf
	telocytes vasculature
	Junquera-Escribano-26-461-470-2011
	Nestin Protein

	5. tesis 12.08.2011
	52. Hoja en blanco.pdf
	53. portada discusión
	54. Hoja en blanco
	55. Discusión
	56. Hoja en blanco
	57. portada conclusiones
	58. Hoja en blanco
	59. Conclusiones
	60. portada referencias
	61. Hoja en blanco
	62aReferencias
	63. Hoja en blanco





