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RESUMEN

La regeneracion de nuevas neuronas en el cerebro postnatal y adulto
de mamiferos se lleva a cabo en el giro dentado del hipocampo, una
region del cerebro donde se han encontrado procesos cognitivos

importantes los cuales son la memoria y aprendizaje.

Se sabe que la participacion de determinadas proteinas y diversos
factores propician una adecuada regeneracion de nuevas neuronas. De
ahi la importancia de estudiar los mecanismos moleculares que operan

en el proceso neurogénico.

En el presente trabajo se realizé una comparaciéon de dos muestras de
roedores de la cepa C57BL/6, donde una muestra no expresa la
proteina STAT1 (debido a que los roedores fueron modificados
genéticamente) mientras que la otra muestra permanecio intacta de
manera que no se afectd la produccion natural de la proteina STAT1

(grupo control).

Los resultados mostraron que los animales que no produjeron la
proteina (knock-out STAT1), disminuyeron sus poblaciones celulares en
las etapas de proliferacion, sobrevivencia, diferenciacion e integracion
sinaptica, en comparacién al grupo control, a excepcion de las etapas
iniciales del proceso neurogénico, donde se observa que las células
madre tipo glia radial y tipo 2a y 2b se encontraron en mayor proporcion

en los animales knock-out STATA1.

[1]



Lo anterior indica que la proteina STAT1 es de gran importancia para
que se lleve a cabo un adecuado proceso neurogeénico. La falta de la
proteina STAT1 propicia un desequilibrio en la sefalizacién molecular
para la regeneracion de nuevas neuronas en el giro dentado del

hipocampo adulto.

[2]



Introduccion

El cerebro adulto del ratén, asi como el de otros mamiferos, es un
organo dinamico que posee células de distinta naturaleza, las cuales se
pueden agrupar en dos linajes principales: las células gliales y neuronas
(Kriegstein 'y Alvarez-Buylla, 2009). Cada tipo celular posee
propiedades que permiten al organismo desarrollar una adecuada

homeostasis.

Se ha mostrado que en los mamiferos adultos algunas células gliales,
tales como las glia radiales (GR) en desarrollo y subpoblaciones
especificas de astrocitos funcionan como progenitores primarios o
células troncales neurales (NSCs, por sus siglas en inglés) (Kriegstein y
Alvarez-Buylla, 2009) cuya localizacion se halla en dos zonas
principales: en la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales
y el bulbo olfatorio (BO), asi como en la zona subgranular (ZSG) del

giro dentado (GD). Ver Figura 1.

[3]
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Figura 1 Principales regiones neurogénicas del cerebro postnatal y adulto. Vista de
corte longitudinal y corte coronal. Tomado y modificado de Ziegler y colaboradores
2015.

Debido a la capacidad neurogénica del cerebro adulto, existe un gran
interés por conocer cuales son los procesos y factores que regulan el
origen y division de los precursores celulares que dan inicio a las etapas
sucesivas que involucran la proliferacion (las células presentan un ciclo
celular en el cual las células replican todos sus componentes y se
dividen en dos células hijas), sobrevivencia (senalizacion molecular
activa y continua que inhibe la apoptosis, un mecanismo de
autodestruccion de la célula), diferenciacion (una o ambas células hijas
logran adquirir un tipo celular diferente al de la célula madre) e
integracion de las neuronas en los circuitos neuronales existentes
(Ramirez-Rodriguez y cols., 2007, und Halbach, 2007, Dale y Rang,
2008).

[4]



Neurogénesis en el Giro Dentado del Cerebro Adulto

La neurogénesis en el giro dentado del cerebro adulto es el resultado
de la persistencia de la neurogénesis postnatal temprana (el estado de
transicion que hay entre la neurogénesis embrionaria y adulta), pues en
el periodo postnatal existen dos tipos de progenitores derivados de la
matriz dentada secundaria: un tipo de progenitores migran debajo de la
superficie pial y forman la capa celular granular (CCG) por el dia
postnatal 5 (P5) en ratas, y el otro tipo migra del hilus prospectivo o de

la matriz dentada terciaria (Seki y cols., 2011).

Las células recién nacidas en el hilus son adheridas hacia la parte
interior de la CCG y forman su cubierta interna (Altman y Bayer, 1990).
Conforme el desarrollo postnatal procede, la zona proliferante hilar es
confinada a la ZSG en la etapa adulta, ya que en esta se desarrolla un
microambiente especial llamado nicho, el cual posee la habilidad para
mantener las propiedades de las células madre y regular su

diferenciacion (Seki y cols., 2011). Ver Figura 2.

[5]
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Figura 2. Giro dentado del hipocampo, visidon coronal. Abreviaturas: ZSG (zona
subgranular), ZSV (zona subventricular), CA3 (Cornu Ammonis, asta de Amén 3).

Tomado y modificado de Babu y colaboradores 2007.

Propiedades de las células madre

A lo largo de su desarrollo, las células progenitoras adquieren
capacidad para dar origen a distintos tipos celulares y presentan
propiedades que logran su identificacion. Dentro de sus propiedades
existe la expresion de moléculas que regulan su actividad a lo largo del
proceso neurogeénico, y que en ocasiones se encuentran presentes
tanto en las etapas embrionaria, postnatal temprana y en la etapa
adulta. Ver Tabla 1, (Seki y cols., 2011).

[6]



Tabla 1. Moléculas

reguladoras de la neurogénesis en las etapas

embrionaria/postnatal y adulta. Tomada y modificada de Seki y colaboradores 2011.

Molécula Etapa embrionaria/postnatal Etapa adulta
Shh/Gli Hany cols., (2008) Lai y cols., (2003)
Breunig y cols., (2008) Machold y cols., (2003)
Wnt Lee y cols., (2000) Lie y cols., (2005)
Zhou y cols., (2004)
Machon y cols., (2007)
Galceran y cols., (2000)
Solberg y cols., (2008)
Roelink (2000)
Lhx Mangale y cols., (2008)
EMX2 Pellegrini y cols., (2006) Hongy cols., (2007)

SDF-1 (CXC112)/CXCR4

Notch
Reelina

Mash1 (Ascl)

Neurogenina
NeuroD

DISC1

Yoshida y cols., (1997)
Oldekamp y cols., (2004)
Zhao y cols., (2006)
Luy cols., (2002)
Bagri y cols., (2002)
Liy cols., (2009)
Breunig y cols., (2007)
Foster y cols., (2002)
Foster y cols., (2006)
Sibbe y cols., (2009)
Liy cols., (2009)

Galichet y cols., (2008)
Miyata y cols., (1999)
Schwab y cols., (2000)
Liu y cols., (2000)
Enomoto y cols., (2009)
Meyer y Morris (2009)

Kolodziej y cols., (2008)

Salama-Cohen y cols., (2006)
Gong y cols., (2007)
Muller y cols., (2009)

Kimy cols., (2007)
Jessberger y cols., (2008)
Ozen y cols., (2009)

Gao y cols., (2009)

Kim y cols., (2009)
Duan y cols., (2007)

Las células progenitoras dan origen a los glioblastos, que en la etapa de
proliferacion son positivos a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP por
sus siglas en inglés). Los glioblastos que se encuentran en la region
hiliar postnatal son integrados en la ZSG y posteriormente vienen a ser
células gliales radiales, donde una pequefia poblacion de las células

proliferativas astrociticas se diferencia en células gliales radiales.

[7]



Sin embargo, la mayoria de las células proliferativas similares a los
glioblastos, dan origen a las neuronas (Namba y cols., 2005) y pueden
distinguirse por la expresion de SOX2 también conocida como SRY-box
2 (Sex determining Region Y-box 2 por sus siglas en inglés) y GFAP
(Seki y cols., 2011).

Etapas de la neurogénesis

En el afio 2004 Kemperman y colaboradores, describieron que las
diferentes etapas del proceso neurogénico en el hipocampo adulto se

pueden agrupar en seis tipos celulares principales:

En el primer estadio se hayan las células del tipo 1: aquellas células
madre del tipo glia radial de caracter multipotente, cuya morfologia se
caracteriza por un soma semi-triangular que presenta largos y fuertes
procesos apicales que se desplazan dentro de la CCG y alcanzan la
capa molecular (CM) (Figura 3), donde se dispersan los procesos mas

pequenos que los suceden.

Estas células expresan la proteina GFAP que es un marcador
astrocitico, y la proteina nestina que es un marcador de células no
diferenciadas, estas proteinas son expresadas por las dos terceras

partes de las células en la ZSG.

[8]
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Figura 3. Capas celulares presentes en el giro dentado (GD) del hipocampo adulto:

capa molecular (CM), capa celular granular (CCG), zona subranular (ZSG).

Las células positivas a GFAP se denominan como células del tipo 1,
logran dividirse de manera asimétrica y dan origen a dos células hijas,
llamadas células del tipo 2 que pasan a ser parte del segundo y tercer
estadios donde presentan una corta prolongacién de procesos muy
pequeios que estan orientados tangencialmente; su nucleo es denso y
de forma irregular, estas caracteristicas apuntan que pueden realizar
una migracién tangencial. Las células del tipo 2 no expresan GFAP, sin

embargo son altamente proliferantes.

En el segundo estadio, las células del tipo 2 que son exclusivamente
positivas a nestina, [una proteina del tipo filamentoso, la cual es
codificada por el gen NES (Dahlstrand y cols., 1992)] y reciben la

denominacion de células tipo 2a.

[9]



En el tercer estadio las células se denominan 2b ya que son positivas
tanto a nestina como a doblecortina [DCX, por sus siglas en inglés, es
una proteina asociada a los microtubulos de las células, expresada en
precursores neuronales y en neuronas inmaduras (Brown y cols.,
2003)].

En el cuarto estadio se presentan las células del tipo 3, las cuales son
positivas a DCX, sin embargo son negativas a nestina. Poseen de igual
manera una gran capacidad proliferante. En su morfologia, el nucleo

mantiene una forma ovalada.

La molécula de adhesion celular neural de forma polisilada (PSA-
NCAM, por sus siglas en inglés) también puede encontrarse (en menor

proporcion) en las células del tipo 2.

En el quinto estadio se presentan las células postmitoticas inmaduras,
que persisten al tercer dia de haber transcurrido la division celular, las
cuales aun expresan DCX, pero también expresan la proteina de unién

a calcio (Ca®*) denominada calretinina.

En su morfologia las células mantienen una posicién vertical con un
nucleo semi-triangular u ovalado, y cuya dendrita apical es claramente

visible.

Posteriormente estas células inmaduras neuronales atraviesan un
proceso estricto de seleccidén ya sea para ser reclutadas y llevar a cabo

su funcion o en su defecto para eliminadas.

En el sexto estadio, se integran las células granulares maduras, que
también expresan calbindina (una proteina de unién a Ca?'), sin

embargo toma de cuatro a siete semanas que las células presenten

[10]



caracteristicas similares a las de las células postmitéticas maduras. En
este tiempo las nuevas neuronas se encontraran integradas a los

circuitos neuronales existentes. Ver Figura 4.
Células granulares maduras
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Figura 4. Esquema que ilustra las etapas de la neurogénesis en el giro dentado del
hipocampo adulto. Tomado y modificado de Lucassen y colaboradores 2010.
Abreviaciones usadas: Calbindina, Calretinina; DCX: doblecortina; GFAP: proteina
acidica fibrilar glial; NeuN: antigeno nuclear neuronal; Nestina: proteina codificada por
el gen NES; PSA-NCAM: forma poliasilada de la molécula de adhesion celular neural;
Tud1: B-tubulina tipo 1ll; SOX2: SRY-box 2.

[11]



Participacion de proteinas de senalizacion celular para la

generacion de nuevas neuronas en el hipocampo

Los diversos factores reguladores del proceso neurogénico postnatal y
adulto, pueden ser extrinsecos e intrinsecos, estan involucrados con las
propiedades integrativas de las células nerviosas y las moléculas de la
matriz extracelular, que en conjunto con otros tipos celulares conforman

el nicho neurogénico (Bordey, 2006).

Las proteinas participantes en la regulacion del proceso neurogénico y
constructoras de este nicho pueden ser moléculas inhibitorias o

moléculas proneurogénicas que activan diversas vias de sefializacion.

Uno de los aspectos importantes a tomar en cuenta sobre el proceso
neurogénico postnatal y adulto es que en muchos de los casos las vias
de sefalizacion también han estado involucradas en el proceso

neurogénico en la etapa del desarrollo (Seki y cols., 2011).

Dentro de los mas importantes tipos de proteinas que regulan el
proceso neurogeénico tenemos a la proteina Shh (del inglés sonic
hedgehog, o proteina sénica del erizo), que pertenece a la familia de
proteinas de sefnalizacion Hedgehog, las cuales se encargan de

diversas funciones durante el desarrollo de los vertebrados.

La proteina Shh se encuentra implicada tanto en el proceso
neurogénico embrionario, especialmente en el desarrollo de la
formacion del tubo neural dorsoventral, asi como en el proceso
neurogénico postnatal, para dar continuidad a la proliferacion de células

troncales neurales y la sobrevivencia de células gliales y neuronales.
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La ausencia o disfuncion de esta proteina causa holoprosencefalia o
ciclopia (malformacion cerebral del I6bulo frontal del cerebro y
anomalias faciales severas tales como la fusion de los ojos), debido a la
fallida separacion de los I6bulos temporales del prosencéfalo tanto en

humanos como en roedores (Ho y Scott, 2002).

La proteina Shh esta involucrada en la determinacion del destino celular
en la etapa de desarrollo. Confiere competencia proliferante a las NSCs
tanto de manera temporal como espacial, por la regulacion de la
expresion del protooncogen viral homdlogo de mielocitomatosis
presente en el neuroblastoma, (N-Myc por sus siglas en inglés), y las
proteinas reguladoras del ciclo celular Ciclina D1, E2f1 y E2f2 (cuyos
nombres de estas ultimas dos se atribuyen a los genes que las
codifican) (Wen y cols., 2009).

Por otra parte la proteina Wnt (el nombre es una contraccién del inglés
Wingless Int), de manera general se sabe que esta implicada en el
control del crecimiento celular y durante la diferenciaciéon en el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC), asi como también en la
induccion de la diferenciacion neuronal y astroglial, aunque suprime la

diferenciacion oligodendrodial.

Wnt promueve la proliferacion de células precursoras neurales (NPCs
por sus siglas en inglés) tempranas asi como también desempefia un
papel positivo en la fase neurogénica, en las condiciones epigenéticas

tanto en las NPCs de estados tempranos y tardios (Wen y cols., 2009).
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Otra de las proteinas de sefalizacion que resulta importante es Notch
(Ilamada asi porque provoca la aparicion de surcos- del inglés notches-
en los bordes de las alas de Drosophila melanogaster), la cual resulta
clave en el desarrollo del SNC asi como también se encuentra

implicada en la determinacion del destino celular.

Notch al igual que muchas otras moléculas también es multifuncional,
regula el mantenimiento de la renovacion de progenitores neuronales, la
apoptosis, la determinacién del destino celular debido a que inhibe el
compromiso neuronal, asi como también orienta el destino glial y
astrocitico, el compromiso oligodendrocitico, y la diferenciaciéon celular

en la morfogénesis y migracion neural.

En el SNC, la sefal de Notch activa la expresion HES, (sus siglas en
inglés de hairy and enhancer of Split) la cual es una familia de genes,
cuyos miembros se encuentran involucrados en el proceso
neurogénico, tales como es el Hes6, el cual esta implicado en el
desarrollo del neuroblasto y esta expresado en NSCs y en células

progenitoras (Nam y cols., 2016).

Por otra parte Hes1 y Hes5 pertenecen a los represores
transcripcionales del motivo estructural de proteinas base hélice-bucle-
hélice (bHLH por sus siglas en inglés) (Wen y cols., 2009), donde a su
vez este ultimo grupo de factores de transcripcidn resulta relevante para

el proceso neurogénico.

Estudios han mostrado que la proliferacién, especificacion y la
diferenciacion de las NSCs se ve influenciada por los factores de
transcripcion bHLH, que median la union del &acido

desoxidorribonuncleico (ADN) asi como funciones de dimerizacion.
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bHLH se encuentra presente en las NSCs que estan destinadas a ser
neuronas, desde la etapa de proliferacion hasta completar la transicion

de la neurogénesis (Seki y cols., 2011).

La neurogénesis es mediada por dos grandes categorias de los factores
bHLH:

1) los factores proneurales bHLH, tales como neurogeninal y 2
asi como el factor de determinacion neural de Drosophila
homologo en mamiferos (MASH por sus siglas en inglés),
involucrados en el inicio de la neurogénesis y el factor de
diferenciacién neurogénica (NEUROD por sus siglas en inglés)

que interviene en la diferenciacién neuronal.

2) ElI dominio 2 de bHLH mediante la interaccion con las
secuencias de ADN, y la transactivacion por los heterodimeros
de bHLH con coactivadores, tales como la proteina de union
p300 y la proteina de union a CREB (CBP por sus siglas en
inglés) y el factor asociado a los coactivadores p300/CBP (PCAF
por sus siglas en inglés), el cual recluta un largo complejo que

conforma una maquinaria basal transcriptora (Seki y cols., 2011).

Las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs, por sus siglas en
inglés) son una subclase de la superfamilia de factores de crecimiento y

transformacion beta (TGFf por sus siglas en inglés).

Las BMPs estan involucradas en muchos procesos de desarrollo, que
incluyen la proliferacion celular, la diferenciacion, apoptosis y las
interacciones intercelulares durante la morfogénesis en una

determinada dotacion de genes de manera dependiente.
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Estas son reclutadas para los promotores de genes responsivos
mediante una alta afinidad de cofactores, los cuales se unen al

promotor STAT3 que transactiva el gen de GFAP.

La sefial de BMP también inhibe la transformaciéon desde el ectodermo
primitivo, y establece al tejido neural; la sefial de BMP tiene una
influencia positiva en la regulacion de la formacion de tipos celulares
neurales dorsales, inducen la correcta especificaciéon de astrocitos asi
como la proliferacion de precursores de astrocitos preexistentes y la

inhibicion de la especificacion de oligodendrocitos (Wen y cols., 2009).

Otra de las cosas que resultan relevantes en la sefial de BMP, es que
esta cruza e interacciona con otras vias claves del desarrollo tales
como Wnt y Shh para coordinar la proliferacion y el patrén celular,
seguida de la formacién de un numero apropiado de tipos de neuronas

diferenciadas (Wen y cols., 2009).

Otra proteina importante en la regulacion del proceso neurogénico es la
proteina STAT3 que pertenece a la familia de proteinas STAT

(transductores de la senal y activadores de transcripcion).

La proteina STAT3 es un miembro importante de proteinas
citoplasmaticas que junto con el dominio homdlogo 2 del protooncogen
de sarcoma (Src) (SH2 por sus siglas en inglés) actua en la sefial de

mensajeros y factores de transcripcion.

La sefal mediada por STAT3 es uno de los principales mecanismos que
promueven la diferenciacion de astrocitos por la inhibiciéon de la

diferenciacion neuronal en el cortex embrionario.
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STAT3 puede promover la proliferacion de las NSCs al tiempo en que
la sefial de BMP y Notch son activadas para la induccién de la

astrogénesis.

Cualquier alteracién en la via durante la etapa de desarrollo del SNC
embrionario, puede dejar graves defectos o el desarrollo de tumores
neuroectodérmicos primitivos como el meduloblastoma debido a una

mala diferenciacion (Wen y cols., 2009).

Por otra parte las cinasas de tirosina: el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés) junto con el factor de
crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés), son
consideradas dentro de un grupo importante de factores para el proceso

neurogénico.

En precursores neurales la sehal de PDGF/EGF activa la via JAK-STAT
por medio de las cinasas de tirosina JAK-1 y Tyk2, y se da una
translocaciéon nuclear de dos factores de transcripcion citoplasmaticos
latentes: STAT1 y STAT2.

Tanto PDGF y EGF promueven la diferenciacion neuronal, asi como la
oligodendrogénesis en NSCs comprometidas, en el tiempo de la
promocién de la proliferacion durante la fase temprana del desarrollo
del SNC (Wen y cols., 2009).
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El proceso neurogénico y su posible relacion con la via
JAK-STAT

El proceso neurogénico es regulado por programas geneéticos vy
moleculares especificos. Una de las vias que recientemente ha atraido
la atencién es la via de sefalizacion JAK-STAT, cuyos estudios
recientes muestran su implicacion tanto en la gliogénesis, astrogénesis

y recientemente en la neurogénesis.

La via de senalizacion JAK-STAT es importante debido a que se ha
conservado en el linaje evolutivo de los eucariotas y se encuentra
implicita en diversos procesos tales como el crecimiento, sobrevivencia,
desarrollo y diferenciacién celular. Su desregulacién puede estar
asociada con patologias tales como el cancer, desérdenes del sistema

inmune y enfermedades cardiovasculares (Nicolas y cols., 2013).

En el SNC se encuentra la via JAK-STAT, asociada con la regulacién de
genes durante el desarrollo, la liberacion de hormonas, la inflamacién o
la tumorogénesis. Las proteinas involucradas en la via JAK-STAT, se
hallan expresadas en diversas areas del cerebro, tales como la corteza
cerebral, el hipocampo, el hipotdlamo y el cerebelo (Nicolas y cols.,
2013).

La expresién de estas proteinas varia durante el desarrollo, ya que son
expresadas en altas cantidades durante los estadios embrionarios
(particularmente JAK2, JAK1, STAT3, STAT6 y STAT1) y su expresion
disminuye durante el crecimiento y la etapa adulta (Nicolas y cols.,
2013).
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Se ha descrito la participacion de JAK2 y STAT3 en la plasticidad
sinaptica del hipocampo (proceso que implica la adquisicion del

aprendizaje y la memoria) (Mahmoud y Grover, 2006).

También se ha visto que la disfuncién de la via JAK-STAT esta
intimamente relacionada con los procesos de inflamacion y la sobrevida
de neuronas y la glia (Planas y cols., 2006, Regis y cols., 2008, Tsai y
cols., 2011).

Esto por consecuencia involucra a la via en la mayoria de los
desordenes del cerebro tales como la epilepsia, el cancer del cerebro,
lesiones, isquemia cerebral y desérdenes degenerativos tales como la
enfermedad de Alzheimer (Nicolas y cols., 2013, Buckingham y cols.,
2009, Chiba y cols., 2009).

Via de senalizacion JAK-STAT

La via JAK-STAT es la abreviacion que se le da a la via de sefalizacion
en las que se encuentran involucradas dos familias de proteinas: la
familia Janus cinasa (JAK) que comprende cuatro tipos de cinasas de
tirosinas (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2), y la familia STAT que contiene
siete factores de transcripcion (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5A, STAT5B y STAT6), (Nicolas y cols., 2013). Esta via esta

involucrada principalmente en la regulacion de la expresion de genes.

La via JAK-STAT involucra la activacién de receptores por polipéptidos
tales como las hormonas, factores de crecimiento o citocinas las cuales
dan lugar a la activacion de JAK, la cual fosforila a las STAT que
entonces son dimerizadas, es decir forman una especie quimica

compuesta por dos moléculas STAT.
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La STAT dimerizada es translocada al nucleo donde se une al ADN y
regula su transcripcion (Figura 5, Nicolas y cols., 2013). El control de la
actividad de esta via involucra diferentes mecanismos que incluyen la
regulacion del estado de fosforilacion de JAK 'y STAT por las fosfatasas

respectivas.

Factores de
Hormonas crecimiento Citocinas

citosol

nucleo

Figura 5. Via de sefalizacién candnica JAK-STAT en el SNC. Hormonas, factores de
crecimiento y citocinas pueden inducir la fosforilacion de JAK y la activacion de STAT
las cuales se homo o heterodimerizan. Los dimeros (moléculas formadas por dos
subunidades estructuralmente similares) son translocados al nucleo donde se unen al

ADN. Tomado y modificado de Nicolas y colaboradores 2013.

Dentro de algunos estudios en los que se destaca la participacion de los
miembros de la familia STAT en el proceso neurogénico se encuentran

los siguientes:
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Las citocina interleucina-15 (IL-15), es expresada por las NSCs en la
ZSV, e induce la activacion de STAT1, STAT3 y STAT5 para favorecer
la proliferacion celular, que es bloqueada por los inhibidores JAK
(Bauer, 2009, Gomez-Nicola y cols., 2011).

La lectina recombinante de rata puede regular la proliferacion celular en
el GD del raton adulto por la via de activacion de STAT3 y la cinasa
treonina/serina (Akt por sus siglas en inglés), tanto in vitro como in vivo
(Garza y cols., 2008).

La accién del interferon beta (IFN-B) (el tratamiento por eleccién para la
esclerosis multiple) tienen una accion controversial en la proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras neurales (NPCs, por sus
siglas en inglés) murinas, ya que logra inhibir, estimular o incluso no
repercutir en la proliferacion de las NPCs. En ambos casos, logra la
activacién de las STAT (Arscott y cols., 2011, Hirsch y cols., 2009, Lum
y cols., 2009, Nicolasy cols., 2013).

Por otra parte en 2009 Miller y colaboradores muestran que el factor
neurotréfico ciliar (CNTF por sus siglas en inglés) induce la sefal de
STAT3, que es esencial para la formacién y para el mantenimiento de la
ZSG del GD adulto.

En el mismo sentido, el factor estimulador de la colonia de granulocitos
(G-CSF, por sus siglas en inglés), induce la proliferacion mediada por
su receptor y la diferenciacion de los precursores neurales en los
cultivos de NSCs humanas y en el cerebro adulto de la rata in vivo, a
través de una interaccidn reciproca con el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) y la activacion de
STAT3 y STAT5 (Jung y cols., 2006).
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Sin embargo, se ha reportado también el papel controversial de la via
JAK-STAT: el IFN-B que sirve para el tratamiento de células de
neuroblastoma SH-SY5Y humano, activa STAT1 y STAT3, e
incrementa la apoptosis y muerte celular, acompafados por la
liberacién del citocromo C y la posterior activacion de caspasa 9 y

procaspasas 3y 7 (Dedoni y cols., 2010).

De manera similar el interferon gama (IFN-y), el cual también activa
STAT1, reduce la proliferacion e induce apoptosis por la sobre-
regulacion de la sefial de p21 y caspasa 3 en las NSCs (Makela y cols.,
2010).

Por otra parte la interleucina nueve (IL-9) protege a las neuronas
neonatales de la apoptosis. STAT1 y STAT3 son activadas después del
tratamiento in vitro e in vivo de IL-9 y el AG490 (un inhibidor de la via
JAK-STAT previene este efecto anti-apoptético) (Fontaine y cols.,
2008).

Por lo anterior es importante resaltar que también los estudios deben
tomar en cuenta el efecto temporal, ya que una rapida funcién no-
transcriptora de las STAT puede distinguirse desde su efecto mas

prolongado en la transcripcién (Nicolas y cols., 2013).

Tal es el caso en que la activacion rapida de STAT puede dar lugar a la
activaciéon de caspasas, pero que también da lugar a la transcripcion de

proteinas no apoptoéticas (Schindler y cols., 2007).
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STAT1

Fue uno de los primero genes identificados en las vias de traduccion de
sefales del interferén (IFN, por sus siglas en inglés) en las células de
los mamiferos (Meraz y cols., 1996) y se localiza junto con STAT4 en el
cromosoma 2 del genoma humano (Lim y Cao, 2006) o propiamente en
la region denominada 2q12-33 y en el raton en el cromosoma 1 (lhle,
2001).

STAT1 es inducida por los interferones alfa (), beta (B) o gama (y), y se
encuentra involucrada en la apoptosis, la respuesta anti-viral y anti-
bacterial, en la inhibicién del crecimiento y en la supresion de tumores,

entre otras funciones (Lim y Cao, 2006).

Su activacion es rapida, con un maximo acumulado en el nucleo
durante 30 minutos, que abarca de un 20 a un 25% del total de STAT1,
de manera que es rapidamente inactivada por la defosforilacion, lo que
resulta en que la vida media de STAT1 fosforilada sea menor a los 15
minutos (Lim y Cao, 2006).

La proteina STAT1 es de gran interés ya que su mensajero se
encuentra expresado en el giro dentado del hipocampo (regién
neurogénica del cerebro adulto) (Figura 6) [Allen Brain Atlas

http://mouse.brain-map.org/gene/show/20608].

En 1996 Méraz y colaboradores desarrollaron una cepa de raton knock

out (KO, por sus siglas en inglés, cuyo significado en el deporte significa

fuera de lugar, y que en ciencia se utiliza para referirse a un organismo

que ha sido modificado genéticamente, donde uno o varios genes son

eliminados totalmente, lo que en consecuencia elimina la funcién propia

de estos mismos; por ejemplo: la produccion de determinadas
[23]
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moléculas) para la proteina STAT1, cuyo gen se encuentra

delecionado.

Los roedores KO-STAT1 en apariencia y medidas, no difiere de su
control (animal del tipo silvestre o intacto).En un principio el animal KO-
STAT1 fue disefiado para evaluar la funcidon de STAT1 en el sistema
inmune. Ahora el animal KO-STAT1, es una excelente opcién para

poder evaluar la funcion de STAT1 en el proceso neurogénico.

Figura 6. Fotografia de corte coronal que muestra la expresion del mensajero de la
proteina STAT1 en el giro dentado del cerebro adulto del ratén C57BL/6; técnica por
hibridacién in situ. Observe la ZSG y la CCG del GD rodeado por el circulo rojo. Barra
de calibracién 2608 p Tomado del Allen Brain Atlas. Referencia en catalogo:
GeneStat1Probe Type RNA Probe Orientation Antisense, Plane of Section coronal
Treatments ISH Specimen 2402, Organism Mus musculus, Strain: C57BL/6J, Age56,
Sex: M, Statt - RP_040507 01 _EO6 — coronal, http://mouse.brain-
map.org/gene/show/20608, Experiment 2635.
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STAT1 Y NEUROGENESIS

Debido a su papel en diferentes procesos de regulacion celular, STAT1

comienza a ser un punto de atencion sobre el proceso neurogénico.

Recientes estudios muestran que existen vias de sefializacion en las
que la proteina STAT1 participa a través de la regulacién de otras

moléculas que influyen en el desarrollo de células precursoras.

En el afio de 2010 el grupo de estudio de Sun y colaboradores mostro
que existe una conexion entre las vias de sefializacion del IFN-y y la

senalizacion de Shh.

Al realizar cultivos de células precursoras neuronales granulares
primarias (GNP por sus siglas en inglés) observaron que el IFN-y induce
una rapida transcripcion de Shh y que a su vez esta resulta ser

resistente a la inhibicion de sintesis de proteinas.

Por otra parte en un analisis de inmunoprecipitacion, mostraron que
existe una union directa de STAT1 al promotor Shh. Observaron que el
tratamiento de células GNP con IFN-y incremento la proliferacién celular

de manera significativa.

También lograron observar que el efecto mitogénico es bloqueado por la
inhibiciéon de la sefalizacion de Shh. Finalmente proponen que Shh es
un gen blanco del IFN-y y es responsable de que el IFN-y propicie la

proliferacion de las GNP.

Otro estudio que revela la participacion de STAT1 en interaccion con el
IFN-y y Shh, sobre la diferenciacion neuronal es de Walter y

colaboradores 2012.
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Observaron que el IFN-y induce un fenotipo desregulado de células
precursoras troncales neurales (NSPCs por sus siglas en inglés) y que
bajo esa condicion expresan simultaneamente marcadores neurales y

gliales, con propiedades electrofisiolégicas determinadas.

Asi también, mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina
confirmaron que el dimero fosforilado de STAT1 es capaz de entrar al
nucleo en orden de la union de la secuencia de los elementos del sitio
de activacion del IFN-y (GAS por sus siglas en inglés) en la region
promotora de Shh; lo cual hace evidente que la liberacion del IFN-y y la
sobreregulacion de STAT1 esta ligada directamente en la induccion de
la via Shh por los dimeros fosforlilados de STAT1 que entran al nucleo y

funcionan como factores de transcripcion.

A su vez ellos descartan que la via Shh fuese por si sola responsable
de la induccion del fenotipo desregulado de las NSPCs, ya que la
induccion del fenotipo desregulado requiere la sefial del IFN-y que es

dependiente de la activacion de la via Shh.

Al tomar en cuenta que los genes reguladores (IRGs por sus siglas en
inglés) o estimulantes (ISGs por sus siglas en inglés) del IFN-y son
regulados por la via de citocinas JAK/STAT, ellos sugieren que GAS en
la region del promotor Shh, regula la activacion de Shh o de manera

simultdnea mediante una co-activacién directa del fenotipo desregulado.

[26]



Por otra parte el estudio de Pereira y colaboradores 2015 , muestra que
el IFN-y, a través de la activaciéon de STAT1 en su via de sefializacion
canonica, actua en progenitores positivos a Nestina y provoca una
disminucién en la etapa de proliferacion mientras que a su vez el IFN-y

incrementa el numero de neuroblastos generados.

Como resultado final observan un deficiente reclutamiento de nuevas
neuronas en el BO, muestra que el IFN-y induce una estimulacién de la

diferenciacion neuronal, pero no compensa el efecto antiproliferativo.

Ellos concluyen que la sefial del IFN-y via STAT1, en la ZSV actua de

forma dual como un factor antiproliferativo y proneurogénico
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Justificacion

Existen diversos estudios que muestran el papel de la familia STAT en
el cerebro, tanto en los procesos inflamatorios como en los procesos de
muerte celular. Sin embargo, recientes estudios comienzan a aportar
informacion sobre la importancia de la familia STAT en el proceso

neurogeénico.

En este sentido, existen diversos integrantes de esta familia de
proteinas, que estan involucrados en las vias de sefializacién en la

proliferacion de precursores neuronales, tales como STAT3 y STATS.

Los grupos de estudio de Sun y colaboradores 2010, y Walter y
colaboradores 2012, muestran que STAT1 participa en la activacion de
Shh mediante la sefial del IFN-y, lo que estimula el desarrollo de GNPs,
y de un fenotipo especifico para NSPCs para el proceso neurogénico,

respectivamente.

Por otra parte Pereira y colaboradores 2015, observan que el proceso
neurogeénico de la ZSV del BO esta regulado por medio del IFN-y y la
activacion de STAT1.

Esto muestra que diversos integrantes de la familia STAT se hayan

involucrados en diferentes vias de la neurogénesis.

Esto es importante ya que STAT1, cuyo mensajero se encuentra
expresado en el giro dentado del hipocampo, resulta ser un blanco para
el estudio del proceso neurogénico en el hipocampo del cerebro adulto.
Para conocer el papel que uno o varios genes desempefan, existen

modelos animales que pueden ser de utilidad.
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Tal es el caso de los modelos KO, donde un gen esta suprimido o

delecionado y se pueden observar los efectos implicados.

El modelo KO para STAT1 fue utilizado en este trabajo para estudiar a
las poblaciones celulares que participan en la neurogénesis del

hipocampo adulto en ausencia de la proteina STAT1.
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Hipotesis

La proteina Stat1 se encuentra presente en la zona subgranular del giro
dentado del hipocampo de los ratones silvestres de la cepa C57BL/6 lo
que sugiere su participacion en el proceso neurogeénico, de tal modo
que la ausencia del gen que codifica la proteina STAT1 disminuira la

generacion de neuronas en el hipocampo adulto.
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Objetivo General

Estudiar el papel de Stat1 en el proceso neurogénico del hipocampo en

ratones adultos KO para el gen STAT1.
Objetivos particulares

= Analizar la proliferacién celular en la zona subgranular del
giro dentado del hipocampo a través de la identificacion de
la proteina Ki67 (marcador de proliferacién celular).

= Analizar la sobrevivencia celular en la capa celular
granular del giro dentado del hipocampo a través de la
identificacion de la 5-bromo-desoxiuridina (BrdU)

= Analizar las poblaciones de neuroblastos y neuronas
inmaduras a través de la identificacion de la proteina
doblecortina (DCX) en la zona subgranular y en la capa
celular granular del giro dentado del hipocampo.

= Analizar las neuronas granulares inmaduras a través de la
identificacion de la proteina calretinina en la capa celular
granular del giro dentado del hipocampo.

= Analizar estadios de células madre tipo glia radial a través
de la identificacion de GFAP en la zona subgranular y en
la capa celular granular del giro dentado del hipocampo.

= Analizar las poblaciones de células madre de la glia radial,
células del tipo 2a y 2b a través de la identificacion de
SOX2 en la zona subgranular y capa celular granular del

giro dentado del hipocampo.
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Material y Métodos

Animales

Se utilizaron cinco ratones machos de la cepa C57BL/6 (tipo silvestre)
como grupo control y cinco ratones machos KO para el gen STAT1 de

10 semanas de edad, con un peso de entre 26-30 gramos.

Ambos grupos de roedores se mantuvieron bajo condiciones
controladas en un ambiente denominado “supermouse” (de acuerdo con
su denominacion en inglés), en el cual la asepsia en general es de alto
rango, el aire es constantemente purificado a través de filtros, asi como
el acceso al alimento y al agua son altamente asépticos, aun bajo
condiciones de ad libitum, a temperatura ambiente, y ciclos de luz-

oscuridad de 12/12 horas.

Los ratones KO-STAT1 fueron generados y donados por el doctor
Marco Antonio Meraz Rios del Centro de Investigacion y estudios
avanzados (CINVESTAV Zacatenco) de acuerdo a lo reportado

previamente (Meraz y cols., 1996).
Tratamiento

Todos los animales, tanto el grupo control como el grupo KO para
STAT1, a las 10 semanas de edad fueron inyectados con una solucion
de BrdU (50 mg/Kg de peso) por via intraperitoneal, a las 3:00 PM. Al
pasar un transcurso de dos horas se administré una segunda inyeccién
en la misma regidbn y con la misma concentracion. Basado en

Kempermann y colaboradores 1997 y Ramirez y colaboradores 2009.
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Sacrificio

Posterior a la inyeccion intraperitoneal con BrdU, al término de 28 dias
los animales fueron anestesiados por medio de una sobre dosis con
Ketamina (20 mL/cc o unidades por cada animal) por inyeccion
intraperitoneal con una jeringa para insulina; se dejo transcurrir un
tiempo entre uno y dos minutos para dar lugar al efecto del anestésico.

Ya anestesiados los animales fueron decapitados.

La cabeza se depositd en una hielera pequefa con hielo en trozos finos
y se cubrid con los mismos durante un minuto, posteriormente, se
extrajo el cerebro completo, al cual se le realiz6 un enjuague con
tampon fosfato salino (PBS 1X, por sus siglas en inglés), con una
concentracion de 10 mM PO,*, 138 mM NaCl , 3 mM KCI , 8.1 mM
Na;HPO,4, 1.5 mM KH;PO,4; e inmediatamente se deposité en una
solucién fria de paraformaldehido (PFD) al 4% en la que permanecio
durante 6 dias. Al término de este tiempo, se transfirid el cerebro a una
solucién de sacarosa al 30% durante otros 6 dias (Kempermann y cols.,
1997, Torres y cols. 2015).

Cortes coronales

Transcurridos los 6 dias en la solucion de sacarosa, el cerebro de cada
uno de los animales se seccion6o en cortes coronales de 40 um de
grosor, por medio de congelaciéon con hielo seco en un micrétomo de
deslizamiento Leica SM2010R.
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Cada uno de los cortes fue tomado con un pincel fino y depositado en
140uL de solucidn crioprotectora contenida en cada uno de los pozos
de una placa de 96 pozos, de manera que al completarse el llenado de
todos los pozos de la placa, al seguir habiendo cortes coronales se
reinici6 de uno a dos depodsitos de cortes en la misma placa para
obtener una distribucion uniforme de los cortes en cada una de las

lineas de los pozos (Kempermann y cols., 1997).
Inmunohistoquimicas

De manera general, en el proceso de cada una de las
inmunohistoquimicas para cada marcador celular, se tomé una muestra
de tejido de cada individuo. Es decir una linea de ocho pozos de la
placa de 96 pozos de cada uno de los individuos, de ambos grupos de
comparacion. La muestra de tejido de cada individuo se coloco en un
inserto (contenedor cilindrico con rejilla para, aislar y escurrir tejido)

previamente marcado para su identificacion.

Cada uno de los insertos se colocdé en un pozo de una placa de 12
pozos y en ella se realizaron 3 lavados continuos con solucion salina
tamponada con Tris 50 mM, 150 mM NaCl y pH de 7.5 (TBS 1X por sus
siglas en inglés), durante 5 minutos cada uno, para retirar la solucién

crioprotectora del tejido.

Posteriormente el tejido se transfirid a una solucion de perdxido de
hidrogeno (H»0,) y TBS al 6% a una placa de 24 pozos, durante un
periodo aproximado de 30 minutos, para inactivar las peroxidasas del

tejido.

Inmediatamente el tejido se transfirid de nuevo a los insertos de la placa

de 12 pozos para ser nuevamente lavado y posteriormente ser
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bloqueado en sitios inespecificos por medio de una solucion de TBS
plus (Tris 1M pH 7.4, 100 yL de Tritdn X-100, y suero de burro al 3%)

durante un periodo de una hora nuevamente en una placa de 24 pozos.

Al termino del bloqueo con TBS plus, se diluyd el anticuerpo primario de
cada marcador (Ki67, BrdU, Doblecortina, Calretinina, GFAP y SOX2)
en una solucion de TBS plus e inmediatamente se incubé el tejido en

una placa de 24 pozos durante un periodo de 24 horas a 4°C.

Transcurrido el periodo de incubacion, de nuevo el tejido fue transferido
a los insertos de placas de 12 pozos para realizar lavados vy retirar asi el
exceso de anticuerpo primario. Posteriormente se incubd el anticuerpo

secundario durante dos horas a temperatura ambiente.

Posterior al tiempo requerido, se procedié a realizar el revelado del
anticuerpo por medio de la técnica de diaminobenzidina. La técnica de
inmunohistoquimica esta basada en Kempermann y colaboradores

1997 y Ramirez y colaboradores 2009.
A continuacion se detalla lo realizado para cada parametro:
Proliferacioén

La identificacion de la proliferacion celular se hizo por medio del
marcador Ki67, cuyo anticuerpo hecho en conejo reconoce a la proteina
de Ki67 endogena, la cual se integra en las células cuando estas se

encuentran en la fase de S del ciclo celular.

La concentracién utilizada para la dilucion del anticuerpo primario en
TBS-plus fue de 1:2000 uL y la concentracion del anticuerpo secundario

biotiniliado anti-conejo fue de 1:250pL.
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Sobrevivencia

Se realizd la identificacion de la sobrevivencia celular por medio del
marcador celular BrdU, el cual es un marcador exogeno (analogo a la
timidina) que se incorpora en las células cuando estas se encuentran en
la fase de S (fase de sintesis) del ciclo celular, donde propiamente se
abren las cadenas de ADN para dar lugar al proceso de replicacion del
ADN; de esta manera el BrdU persiste en la nueva generacion de

células hijas.
* Antes de la incubacion del anticuerpo primario:

Al finalizar la inactivacién de las peroxidasas y sus respectivos lavados,
el tejido fue tratado con una solucién de acido clorhidrico (HCI) a una
concentracion 2N a 37° C, durante 30 minutos. Al terminar este periodo,
se transfirid el tejido a una solucién amortiguadora de boratos durante

10 minutos con la finalidad de neutralizar el acido en el tejido.

La concentracion utilizada para la dilucién del anticuerpo primario hecho
en rata que reconoce a la proteina de BrdU fue de 1:500 uyL y la
concentracion del anticuerpo secundario biotinilado anti-rata fue de
1:250pL.
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Neuroblastos y neuronas inmaduras.
Estadios intermedios del proceso neurogénico

Para la identificacion de células en etapa de diferenciacion, donde se
presentan los estadios intermedios de la neurogénesis, se utilizd el
marcador de doblecortina (DCX), un marcador que reconoce a la
proteina enddgena presente en células con destino o con fenotipo

neuronal.

*

Antes de la incubacién del anticuerpo primario, al finalizar la
inactivacion de las peroxidasas y sus respectivos lavados, el tejido se
transfirio a una placa de 12 pozos con buffer de citratos con pH 6 a
50°C durante dos horas. Transcurrido el tiempo, se transfirié el tejido
mediante los mismos insertos a otra placa con buffer de citratos a una

temperatura de -4°C.

Luego el tejido se transfirio a otra placa de 12 pozos con TBS1X para
ser nuevamente lavado y posteriormente ser bloqueado en sitios
inespecificos por medio de una solucion de TBS plus durante un

periodo de una hora nuevamente en placa de 24 pozos.

Posteriormente se realizo la dilucidn del anticuerpo primario hecho en
cabra que reconoce la sefial de DCX en una solucion de TBS plus en
una concentracion de 1:250 pL. El anticuerpo secundario biotiniliado

anti-cabra tuvo una concentracion de 1:250pL.
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Neuronas granulares inmaduras
Transicién a la maduracién neuronal

Para evaluar las neuronas granulares inmaduras se utilizé el marcador
de calretinina, el cual identifica a la proteina enddgena, y revela a
células neuronales en etapas iniciales a la maduracion de los procesos

dendriticos.

La concentracion del anticuerpo primario hecho en ratén que reconoce
a la proteina de calretinina fue de 1:2000 uL y la concentracion para el

anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén fue de 1:250pL.
Células madre tipo glia radial

Para observar si la ausencia de la proteina STAT1 habia afectado los
primeros estadios de las etapas del desarrollo neurogeénico, se utilizo el
marcador de GFAP, el cual identifica a la proteina enddgena, y revela a
células madre gliales antes de que estas adquieran el compromiso para

células del tipo neural

Se utilizd el procedimiento genérico al igual que en las

inmunohistoquimicas anteriores.

La dilucién del anticuerpo primario hecho en conejo que reconoce a la
proteina de GFAP en la soluciéon de TBS plus fue de 1:1000 pL y la
concentracion del anticuerpo secundario biotiniliado anti-conejo fue de
1:250pL.
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Células madre de la glia radial, células del tipo 2a y 2b

Para observar si la ausencia de la proteina STAT1 habia afectado los
estadios de las células madre glia radial y células del tipo 2a y 2b que

pertenecen a las primeras etapas del desarrollo neurogénico.

Se utilizé el marcador de SOX2, el cual identifica la proteina endégena
que esta presente en las células que en la etapa de proliferacion
comienzan a adquirir el compromiso para convertirse en células del tipo
3.

Se realizd el procedimiento genérico al igual que en las

inmunohistoquimicas anteriores.

El anticuerpo primario hecho en cabra que reconoce a la proteina de
SOX2 se diluyé a una concentracion de 1:2000 uL y el anticuerpo

secundario biotiniliado anti-cabra tuvo una concentracion de 1:250uL.
Montaje en portaobjetos

Una vez obtenidas cada una de las inmunohistoquimicas, los cortes
coronales fueron montados y fijados con Neumont en portaobjetos para
su posterior observacion y cuantificacion por medio de microscopia de

luz.
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Cuantificacion celular

La cuantificacion de cada uno de los grupos y marcadores utilizados

fue obtenida, por medio de un microscopio 6ptico Leica, con base a la

cualificacién del marcador celular, respectivamente referenciado en

bibliografia:

Ki67: se tomaron como parametros de células positivas a Ki67
todas aquellas que presentaron una tincion circular uniforme y
cuya localizacion fuera cerca de las tres primeras capas
celulares de la CCG de la ZSG, es decir a partir del area
colindante con el hilus, hacia la capa molecular (Kim y cols.,
2009).

BrdU: las células que se tomaron como positivas a BrdU, fueron
todas aquellas células que presentaron una tincidn circular
uniforme, siempre y cuando estuviese cerca de las tres primeras
capas celulares de la CCG de la ZSG, es decir a partir del area
colindante con el hilus, hacia la capa molecular (Kee y cols.,
2002).

Doblecortina: en este marcador se tomaron como parametros de
células positivas todas aquellas que estuviesen tefidas y
presentaran las morfologias que caracteriza DCX, pues puede
tefir tanto el soma de las neuroblastos en proceso de desarrollo
como neuronas inmaduras, lo que permiti6 que se pudieran
observar seis categorias de desarrollo neuronal con base a

Plimpe y colaboradores 2006. Ver Figura 7.
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Procesos medianos

ETAPA INTERMEDIA
Procesos que alcanzan

la capa molecular

Una fuerte dendrita
con ramificacion en la

capa molecular

ETAPA
POSMITOTICA
Delicado arbol
dendritico con
ramificacion en la capa
celular granular

Figura 7. Esquema que muestra el proceso de diferenciacion y desarrollo
dendritico de células positivas a DCX, las cuales son agrupadas en seis
categorias cuya nominacion es de la letra A a la letra F, donde A representa la
categoria mas simple y F la categoria mas compleja. Tomado y modificado de

Plimpe y colaboradores 2006.

Considerando lo anterior se realizd un analisis de las
proporciones celulares correspondientes a las seis categorias
que se establecieron con base en la morfologia de acuerdo a lo
descrito por Plimpe y colaboradores 2006 en los siguientes

métodos:

= Se obtuvo el porcentaje de los seis niveles de
desarrollo que se observan en esta etapa, donde cada
nivel se ve representado por el grado de desarrollo que
se da en las células que son positivas a DCX, de modo

que en el primer nivel de desarrollo se incluyé en la
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categoria A, donde se encuentran las células menos
desarrolladas sin procesos dendriticos, hasta llegar al
nivel mas desarrollado representado por la categoria F,

con procesos dendriticos largos y complejos.

Para esto se contaron al azar cien células positivas a
DCX de cada uno de los animales de cada grupo de
comparaciéon. Se agrupo el numero de células
correspondiente a cada categoria; posteriormente se
hizo la sumatoria para obtener los porcentajes de cada

categoria respecto al total.

Se realizd una evaluacion estadistica sobre las
diferencias entre el numero total de células positivas a
DCX entre ambos grupo de comparacion, asi como los
porcentajes de las categorias tanto en el grupo de
estudio como con su referente (KO-STAT1, control,
KO-STAT1 versus su control).

Se tomaron en cuenta los valores absolutos de cada

grupo para observar posibles niveles de diferenciacion

significativa.
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Calretinina: con este marcador se tomaron como células
positivas todas aquellas que estuviesen tefiidas y cuyo soma
fuera perfectamente redondo u oval con un tamafio relativamente
grande (aprox 10-15um) asi como su respectiva proyeccion

dendritica hacia la capa molecular (Ramirez y cols., 2009).

GFAP: se tomaron como células positivas a este marcador,
aquellas que se encontraran en la CCG y que tuvieran diversos

procesos elongados (Garcia y cols., 2004).

SOX2: este marcador no tifie procesos, sin embargo se tomaron
como positivas aquellas células que estuvieran teiidas en su
soma, el cual debe tener una morfologia muy redonda y grande.
La regién en la que se cuantifico de igual forma que el marcador
anterior fue la CCG y la ZSG del GD (Ferri y cols., 2004).
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Analisis Estadistico

Se cuantificaron las células que dieron positivo a cada marcador (Ki67,
BrdU, DCX, Calretinina, GFAP y SOX2), los cuales correspondieron a

cada una de las etapas anteriormente mencionadas.

Las variables fueron consideradas no continuas (discretas), por lo que
se realizaron las siguientes pruebas paramétricas: para cada caso se
realizd6 una prueba “t” de Student, para determinar si el grupo KO-

STAT1 tenia diferencias significativas con respecto al grupo control.

En el caso de Ki67 y Calretinina los datos obtenidos fueron evaluados
mediante la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney, debido a que el

tamano de la muestra fue pequefo.

Para el caso del marcador DCX el cual dio resultados para longitudes
variables de dendritas que se cotejaron cualitativamente en cinco
categorias (A, B, C, D, E, F) se realizdé un analisis de varianza de dos
vias para determinar diferencias entre estas categorias comparadas de
un mismo grupo, Yy finalmente entre grupos KO-STAT1 con su grupo

control correspondiente.

Cada analisis estadistico se acompafia por sus correspondientes
representaciones graficas (ver en el apartado de Resultados), que
muestran el comportamiento de los datos, asi como sus respectivas
significancias, que en su conjunto fueron analizados para su

interpretacion, redaccion y conclusion.
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Resultados

Efectos de la ausencia de la proteina STAT1 sobre el
proceso neurogénico en el hipocampo adulto en el
modelo murino C57BL/6.

De manera general se observo que los animales KO-STAT1, en la
etapa de proliferacion, sobrevivencia, diferenciacion, maduracién e
integracion sinaptica mostraron un menor numero de células en

comparaciéon con su grupo control, con diferencias significativas.

En el caso de las etapas de las células madre tipo glia y células madre
de la glia radial, se observd un mayor numero de células en los
animales KO-STAT1, en comparacibn con su grupo control, con

diferencias significativas.
Proliferacion celular

En primer lugar se evalud la etapa de proliferaciéon por medio de las
células positivas a la proteina Ki67, el cual es un marcador endégeno y
se expresa en células que se encuentran en la fase S del ciclo celular,
una etapa importante del proceso mitético. Al cuantificar el numero de
células positivas a este marcador se observd una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo del animal KO en

comparacién con su grupo control (Figura 8 y Figura 9).

[45]



Figura 8. Fotografia que muestra las células positivas a Ki67, por técnica de
inmunohistoquimica en el GD del hipocampo del ratén KO-STAT1 versus su grupo

control. Barras de calibracion = 100um, 20um (amplificacion).
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Figura 9. Media + eem del niumero total de células positivas a Ki67 en roedores KO-
STAT1 versus su grupo control, que muestra una diferencia significativa entre ambos

grupos *p = 0.016 por la prueba de U de Mann-Whitney.

Sobrevivencia celular

Al cuantificar el numero de células positivas a BrdU se observdo un
menor numero de células en el animal KO-STAT1 en comparacién con
su grupo control y cuya diferencia resultd ser significativa (Figura 10 y

Figura 11).
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Figura 10. Fotografia que muestra las células positivas a BrdU, por técnica de
inmunohistoquimica, en el GD del hipocampo del raton KO-STAT1 versus su grupo

control. Barras de calibracién = 100um, 20um (amplificacion)
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Figura 11. Media * eem del numero total de células positivas a BrdU
(bromodesoxiuridina) en roedores KO-STAT1 versus su grupo control que muestra
una diferencia significativa entre ambos grupos * p= 0.033 por la prueba t-student no

pareada.

Estadios intermedios del proceso neurogénico

Para observar la etapa subsecuente del proceso neurogénico que
incluye a los neuroblastos y a las neuronas inmaduras jovenes, se
utilizé el marcador DCX (Figura 12), el cual resulta importante para
dilucidar los diferentes grados de complejidad de los procesos

dendriticos.
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La cuantificacion de células presentes en la ZSG y en la CCG del GD

reflejo6 una disminucion significativa en el numero absoluto de las

células positivas a DCX en los ratones KO para STAT-1 en

comparacion con el grupo control. Ver Figura 14.

Se observo la existencia de diferencias proporcionales entre
las categorias de células del tipo F, entre ambos grupos de
comparacion. La categoria de células del tipo F, se encontrd
en menor proporcion en los animales KO-STAT1 (n < 30%)

en comparacion con su grupo control (n = 60%) (Figura 13).

Se obtuvo que la proporcion del porcentaje del total de
células positivas a DCX en la categoria F en los animales KO-
STAT1 presentd6 una disminucion estadisticamente
significativa entre ambos grupos de comparacion (p=<0.001 /

prueba de t-student) ( Figura 14).
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Figura 12. Fotografia que muestra las células positivas a DCX, por técnica de
inmunohistoquimica, en el GD del hipocampo del ratén KO-STAT1 versus su grupo

control. Barras de calibracion = 100um, 20um (amplificacion).
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ESTADIOS INTERMEDIOS DEL PROCESO NEUROGENICO
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Figura 13. Porcentaje de categorias de células positivas DCX (doblecortina) en
roedores KO-STAT1 versus su grupo control. Se observa que existen diferencias
proporcionales entre las categorias en la mayor parte de las categorias destacando

las del tipo A y del tipo F, del grupo KO-STAT1 versus su grupo control.
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ESTADIOS INTERMEDIOS DEL PROCESO NEUROGENICO
Distribucion absoluta de morfologias
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Figura 14. Media + eem del numero total de células positivas a DCX (doblecortina) y
distribucion absoluta de morfologias en roedores KO-STAT1 versus su grupo control,
que muestra una diferencia significativa entre ambos grupos *p=<0.001 prueba de t-
student para DCX. Para la comparaciéon de las categorias se aplicé la prueba de

ANOVA de dos vias para las categorias
Neuronas granulares inmaduras

Al realizar la cuantificacion del numero de células positivas a calretinina,
marcador celular que permite la identificacion de neuronas granulares
inmaduras en proceso de maduracion, se encontré una disminucion
significativa en la poblacion de células del grupo de los animales KO-

STAT1 en comparacién con su grupo control (Figura 15y Figura 16)

[53]



Figura 15. Fotografia que muestra las células positivas a calretinina, por técnica de
inmunohistoquimica, en el GD del hipocampo del ratén KO-STAT1 versus su grupo

control. Barras de calibracion = 100um, 20um (amplificacion).
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NEURONAS GRANULARES INMADURAS
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Figura 16. Media + eem del numero total de células positivas a calretinina en roedores
KO-STAT1 versus su grupo control, que muestra una diferencia significativa entre

ambos grupos * p= 0.036 por la prueba de U de Mann-Whitney.

Posterior a la obtencidn de estos primeros resultados al observar que
de manera general en todas las etapas del proceso neurogénico, los
animales KO-STAT1 presentaron una disminucion significativa en
comparacién con su grupo control, se tomé la decision de evaluar con
mayor detalle las etapas iniciales del proceso neurogénico, para poder
hallar el nivel de afeccidon causada por la ausencia de la proteina
STATA1.
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Células madre tipo glia radial

Una de las primeras etapas del proceso neurogénico es en el que se
distinguen las células madre tipo glia radial, que expresan la presencia
de la proteina GFAP, y que a su vez se caracterizan porque pueden ser
precursoras de otras células madre semejantes, células gliales y

neuronas.

En la cuantificacion de las células madre de la glia radial se encontré un
aumento significativo de la poblacién de células en los animales KO-

STAT1 en comparaciéon con su grupo control (Figura 17 y Figura 18).
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Figura 17. Fotografia que muestra las células positivas a GFAP, por técnica de
inmunohistoquimica, en el GD del hipocampo del raton KO para STAT1 versus su

control. Barras de calibracion = 100um, 20um (amplificacion).
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Figura 18. Media + eem del numero total de procesos positivos a GFAP (proteina
acidica fibrilar glial) en roedores KO para STAT1 versus su grupo control que muestra
una diferencia significativa entre ambos grupos * (p = 0.01) por la prueba de prueba t-

student.

Células madre de la glia radial, células del tipo 2a y

células tipo 2b

La etapa posterior a las células madre tipo glia radial también fue
evaluada por medio del marcador SOX2, el cual se expresa tanto en
células tipo 1, tipo 2a y células tipo 2b. En la Figura 19 se observan
fotografias representativas de células positivas a SOX2 en los dos

grupos de estudio.
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Al realizar la cuantificacion del total de células positivas a este marcador
se observo un aumento significativo en las poblaciones de células de

los animales KO-STAT1 con respecto a su grupo control (Figura 20).
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Figura 19. Fotografia que muestra las células positivas a SOX2, por técnica de
inmunohistoquimica, en el GD del hipocampo del ratén KO para STAT1 versus

su grupo control. Barras de calibracion = 100um, 20um (amplificacién).
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CELULAS MADRE DE LA GLIA RADIAL, CELULAS DEL TIPO 2A Y
2B
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Figura 20. Media £ eem del nimero total de células positivas a SOX2 (proteina de la
regiéon determinante del sexo Y- 2) en roedores KO para STAT1 versus su grupo
control, que muestra una diferencia significativa entre ambos grupos * p = 0.008 por la

prueba de prueba t-student.
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DISCUSION DE RESULTADOS

GENERAL

En el presente trabajo se encontré6 que el proceso neurogénico en el
GD del hipocampo adulto se ve afectado de forma negativa en ausencia
de la proteina STAT1. Esto se apoya en el hecho de que las
poblaciones celulares de los animales KO-STAT1, disminuyeron de
manera significativa desde las etapas de proliferacion, sobrevivencia,
diferenciacion, hasta las etapas de maduracién, en comparacion con su
grupo control; lo que indica que la proteina STAT1, resulta importante

para el desarrollo de nuevas neuronas.

En este sentido debido a que en todas las etapas del proceso
neurogénico se observo una afeccidn en cuanto al niumero de células,
se penso6 que era probable que STAT1 fuese una molécula clave para

cada una de las etapas de la neurogénesis.

Sin embargo, al revisar con mayor detalle las primeras etapas del
proceso neurogénico, se observd que las poblaciones de células
precursoras: células madre tipo glia radial y células madre de la glia
radial, células del tipo 2a y 2b, se encontraron en mayor proporcion en
el modelo KO-STAT1 en comparaciéon con su grupo control, lo que
probablemente indica que la sefal de STAT1 es clave para que las
células madre precursoras, adquieran un adecuado compromiso celular

que las lleve hacia el linaje de células del tipo neuronal.

Los resultados aqui obtenidos concuerdan con lo previamente
reportado sobre la relevancia de la via JAK-STAT en la neurogénesis:
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Pereira y colaboradores 2015, muestran la participacién de la via
canodnica del IFN-y en el proceso neurogénico mediante su interaccion
con STAT1, donde el IFN-y funciona controversialmente como inductor
principal de la inhibicion sobre la proliferacion de precursores y a su vez
como propulsor de la diferenciacion neuronal en células de la ZSV de la
etapa postnatal y adulta, en un modelo en rata, tanto in vivo como in

vitro.

Sin embargo en el modelo KO-STAT1 en comparacién con el tipo
silvestre en el mismo estudio, ellos no observan cambios en el proceso
neurogénico de la ZSV ni aun con el aumento del IFN-y, lo que confirma

que este actua mediante STAT1.

De los resultados que aqui se muestran con relacion al estudio de
Pereira y colaboradores 2015, se sostiene que la participacion de
STAT1 esta implicada en la regeneracién de neuronas de manera

especifica en diferentes etapas y en diferentes nichos neurogénicos.

Garza y colaboradores en 2008, observan que STAT3 y Akt participa en
la regulacion de la proliferaciéon celular del GD del ratéon adulto. En 2009
Muller y colaboradores muestran que el CNTF induce la sefal de
STAT3, y es esencial para la formacion de nuevas neuronas, y para el

mantenimiento de la ZSG del giro dentado adulto.

Con relacion a lo reportado por Garza y colaboradores 2008 y Miller y
colaboradores 2009. Los resultados del presente estudio muestran que
STAT1 también forma parte del mantenimiento de la formacién de

nuevas neuronas de la ZSG del hipocampo adulto.
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Los estudios previos junto con los resultados del presente estudio
hacen pensar por qué el proceso neurogénico en la ZSG no muestra

una detencion definitiva.

Aunque el numero de células del animal KO-STAT1 en las etapas de
proliferacion, sobrevivencia, diferenciacion, maduracion en integracion
sinaptica es menor al grupo control, no se muestra una eliminacién total

del proceso neurogénico, es decir algunas células persisten.

Esto sugiere que es posible que al disminuir la proteina STAT1, una o
varias de las proteinas de la familia STAT (como el caso de STAT3 y
STAT5) que suelen activarse junto con STAT1 en la neurogénesis,
tiendan a mantener la homeostasis y traten de compensar el proceso
neurogeénico. Lo que en cierta forma convierte a STAT1 en una proteina
de importancia mas no una proteina esencial para que se lleve a cabo

la neurogénesis.
CELULAS MADRE TIPO 1, CELULAS TIPO 2A Y 2B.
LA PROLIFERACION CELULAR

En 2006 Jung y colaboradores observaron que el G-CSF, induce la
proliferacion de NSCs humanas en el cerebro adulto de la rata, a través
VEGF vy la activaciéon de STAT3 y STATS.

Los grupos de estudio de Bauer en 2009, Gomez-Nicola vy
colaboradores en 2011 han observado que la activaciéon de STATI1,
STAT3 y STATS favorece la proliferacion celular en NSCs de la ZSV.
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Los resultados del presente estudio muestran que STAT1 puede estar
involucrada en el proceso de la proliferacion de las células madre tipo 1
y células del tipo 2a y tipo 2b en la ZSG del hipocampo adulto, ya que al
estar STAT1 ausente, el numero de células en esta etapa no se ve
disminuido, si no por el contrario, el numero de células madre tipo 1y
tipo 2 se encuentra en mayor numero en el animal KO-STAT1 en
comparacion con el grupo control, lo que sugiere que estas no pueden

transitar hacia el tipo celular 3.

En este sentido el estudio de Pereira y colaboradores 2015 muestra
como el IFN-y activa a STAT1 al inducir la fosforilacién de esta proteina
el aminoacido Tyr701 (STAT1 fosforilada) dentro del nucleo de células
positivas a Nestina, en la etapa de proliferacion, asi como durante la

diferenciacion de los neuroblastos.

En el caso de Pereira y colaboradores 2015 la activacion del IFN-y y
STAT1, disminuyen la proliferacion en las células positivas a Nestina
que son analogas a las células positivas a GFAP y SOX2 (células del
tipo 1 y tipo 2 respectivamente) del presente trabajo, que en contraste
en ausencia de STAT1, la etapa de proliferacién se muestra disminuida,

aunque el numero de células positivas a GFAP y SOX2 es mayor.

Esto sugiere que las células positivas a GFAP y SOX2 se mantienen en
un estado pausado, lo que tendria sentido debido a que el marcador
Ki67 indica células que estan en la fase de S del ciclo celular, donde
propiamente se replica el material genético dentro del nucleo de la
célula madre para que posteriormente se de origen a las células hijas

por medio de mitosis.
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Al no estar STAT1 la poblacién de células en proliferacion es menor en
el animal KO-STAT1 en comparacion con su grupo control, lo que indica
que STAT1 en el GD del hipocampo adulto tiene una funcién importante

en esta etapa.
ETAPA DE SOBREVIVENCIA

En el presente estudio la etapa de sobrevivencia, que comprende la
irrupciéon de la apoptosis, se ve disminuida en ausencia de STATI1,
debido a que el numero de células positivas a BrdU fue menor en el

animal KO-STAT1 en comparacion con su grupo control.

En contraste el estudio de Pereira y colaboradores muestra que el IFN-y
y la activacion de STAT1 disminuye la sobrevivencia esto puede
deberse tal vez a que la zona de estudio de Pereira y colaboradores
2015 es la ZSV del BO, mientras que en este estudio es la ZSG del GD,

lo que sugiere que en esta etapa se opere un mecanismo diferente.

A su vez los diferentes modelos de estudio empleados influyen en la
observacion del fenomeno. En presente trabajo sélo se tiene el modelo
in vivo y no el in vitro, lo cual lleva a pensar en la realizacion de
estudios futuros in vitro sobre las células del raton KO-STAT1 y del tipo
silvestre para el proceso neurogénico de la ZSG, asi como la utilizacion

del modelo en rata.

Por otra parte es posible que esto también pueda deberse a que STAT1
con su caracter multifacético, no sélo actue de manera transcriptora
como es el caso de Pereira y colaboradores 2015, sino también como

proteina activa de diferentes procesos.
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ESTADIOS INTERMEDIOS DEL PROCESO NEUROGENICO

Pereira y colaboradores 2015 observan que la etapa de diferenciacion
donde los neuroblastos comienzan su desarrollo, se ven favorecida con

la presencia del IFN-y y la activacion de STATA1.

En el presente trabajo se observa que al estar ausente la proteina
STAT1, el numero de neuroblastos y el numero de células de los
subsecuentes estadios intermedios, se ven afectados sobre todo en
etapas de desarrollo avanzadas, de manera significativa en el animal

KO-STAT1 en comparacién con su grupo control.

Esto resulta importante debido a que STAT1 en ambos casos de
estudio da indicio de favorecer el proceso de diferenciacion de los

neuroblastos.

En este sentido las etapas intermedias se vuelven un blanco importante
de STAT1, pues es indispensable que los neuroblastos den paso al
desarrollo de neuronas inmaduras con procesos dendriticos complejos,
para que posteriormente estas neuronas alcancen las etapas maduras

de la neurogénesis
ETAPA DE MADURACION NEURONAL

Se observa que el numero de células positivas a calretinina, marcador
celular que identifica a las neuronas granulares inmaduras, que
posteriormente se convertirdn en neuronas maduras para integrarse a
los circuitos neurales existentes, es menor en el animal KO-STAT1 en

comparacion con su grupo control.
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Esto resulta importante debido a que en la etapa de transicion de las
neuronas granulares inmaduras hacia neuronas maduras, se da una
seleccion por mecanismos moleculares de manera que las neuronas
que no tengan los suficientes requisitos para lograr una adecuada

maduracion son eliminadas durante el proceso

En este sentido el animal KO-STAT1, se ve con desventaja para
desarrollar la subsecuente etapa de maduracién neuronal que involucra

la integracion sinaptica.

POSIBLES VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL PROCESO
NEUROGENICO

De los interferones que estan implicados en la via JAK-STAT se
destaca el IFN-y que activa STAT1 y regula las etapas proliferacion y
diferenciacion en la neurogénesis (Pereira y cols., 2015). A su vez se ha
reportado que el IFN-y, reduce la proliferacion e induce apoptosis por la
sobre-regulacion de la sefial de p21 y caspasa 3 en las NSCs (Makela y
cols. 2010).

Lo mismo sucede con el IFN-B, cuya accidon controversial es reportada
por Hirsch y colaoboradores 2009; Lum y colaboradores 2009; Arscott y
colaboradores 2011; Nicolas y colaboradores 2013 debido a que puede
inhibir o estimular la proliferacion y diferenciacién de NPCs, y en ambos

casos, logra la activacion de las proteinas STAT.
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Esto es debido a que la transcripcién de genes mediada por el IFN-y es
dada a través de via de sefnalizacion JAK-STAT y otros mecanismos
que implican a las MAP cinasas y PI3-K, [ambos casos involucrados en
la sefal de la sobrevivencia neuronal; (Ortega y cols., 2010)], CaMKII
[cuya via de sefalizacion es importante para el almacenamiento de
memoria implicita y explicita; (Mayford y cols., 1996)] y NF-kB
[importante factor de transcripcion para la funcion glial y neuronal;
(O'Neill y Kaltschmidt, 1997)], que generalmente actuan ya sea en
cooperacion o de forma paralela con la sefal JAK-STAT para la
regulacion de las muchas facetas de la biologia del IFN-y, donde de
manera interesante este ultimo inicialmente se describi6 como un
agente anti-viral, anti-microbiano y que actualmente se consolida como
regulador de la apoptosis y del control del ciclo celular (Gough y cols.,
2008).

Esto resulta importante debido a que la sefal candnica del IFN-y puede
ser un referente para indagar sobre el posible mecanismo que opera en
el proceso neurogénico en el modelo KO-STAT1 utilizado en el

presente trabajo.

El mecanismo propuesto por Sun y colaboradores 2010, muestra una
conexion directa de STAT1 al promotor Shh, donde el IFN-y, el cual
activa a STAT1, induce una rapida transcripcion de Shh, que resulta ser
resistente a la inhibicion de sintesis de proteinas, para inducir un

incremento significativo en la proliferacion celular de GNP.
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Otro de los estudios que muestran resultados con relacion a las mismas
vias de senalizacion del IFN-y y la sefal de Shh es el de Walter y
colaboradores 2012, donde mencionan que el IFN-y induce un fenotipo
desregulado de NSPCs, las cuales expresan simultdneamente
marcadores neurales y gliales, asi como propiedades electrofisiolégicas

determinadas.

Al igual que el grupo de Sun y colaboradores 2010 hallaron que el IFN-y
induce una sobre-regulacion de STAT1 y Shh, mas confirmaron que el
dimero fosforilado de STAT1 es capaz de entrar al nucleo en orden de
la unién de la secuencia de GAS en la regidon promotora Shh; lo que
indica que la liberacion del IFN-y y la sobreregulacion de STAT1 esta
ligada directamente en la induccion de la via Shh por los dimeros
fosforlilados de STAT1 que entran al nucleo y funcionan como factores

de transcripcion.

De ser que un mecanismo semejante reportando por estos dos grupos
de estudio (Sun y cols., 2010, Walter y cols., 2012), operara en el GD
del hipocampo, este podria explicar porque los procesos de
proliferacion y diferenciacién en etapas intermedias del animal KO-

STAT1 en el presente trabajo se ven afectados de forma negativa.

Si en el caso de la proliferacion de la ZSG fuese inducida por la
proteina Shh en células del tipo 1 y tipo 2, seria coherente que al no
estar presente STAT1, disminuya la proliferacion del animal KO-STAT1,

debido a que STAT1 es inductor de la activacion de Shh.

Si bien es cierto que el IFN-y mediante la activacion de STAT1, propicia
una adecuada diferenciacion en neuroblastos (Pereira y cols., 2015), es

probable que al estar ausente la proteina STAT1, también disminuya la
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induccion de Shh y consecuentemente se vea afectado negativamente
el desarrollo de neuroblastos y neuronas joévenes, incluso pese a que
muy probablemente el IFN-y, activara otras proteinas de la familia STAT
0 una transcripcién independiente de genes, que por si mismo el IFN-y
puede activar aun en ausencia de la funcion de STAT1 conforme a lo

reportado por Gough y colaboradores 2008.

Por otra parte Imitola y colaboradores 2013, observan que el
incremento de STAT1 en NSCs de la ZSV, induce un aumento de
células positivas a SOX2 (células del tipo 1 y 2) en un modelo animal de

esclerosis multiple (EAE por sus siglas en inglés).

También observan que la capacidad de renovacion de las NSCs,
aumenta con los ratones KO-STAT1, los cuales exhiben un incremento
en la proliferacion de poblaciones de neurosferas in vitro y un
incremento en la proliferacion y sobreviviencia de la neurogénesis de
NSCs in vivo, lo que coincide con Pereira y colaboradores 2015 pero
que resulta contrario a lo que aqui se muestra en el caso de la etapa de

proliferacion y sobrevivencia de NSCs de la ZSG del GD.

Ellos reportan que la activacion de STAT1 durante la induccién del
modelo EAE, es mediada por el IFN-y lo que produce células en el
fluido cerebroespinal (CSF por sus siglas en inglés), y que a su vez que

la red de genes de STAT1 es inducida por el IFN-y en NSCs.

En el mismo estudio de Imitola y colaboradores 2013, en un modelo
KO-STAT1, las células fueron resistente al efecto de deterioro del IFN-
v., lo puede ser debido a que STAT1 es el segundo mensajero del IFN-

v, y al no estar presente STAT1, la sefal del IFN-y se ve irrumpida.
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El aspecto quizas mas relevante del estudio de Imitola y colaboradores
2013, es que uno de los genes que incremento en las NSCs del modelo
KO-STAT1 en el nucleo de transcripcion de las NSC, fue el factor

SOX09, el cual es critico para la renovacion y diferenciacion de NSCs.

Esto resulta interesante ya que el IFN-y disminuye la expresion de
SOX9 de una manera dependiente de STAT1, donde este ultimo se une
a tres regiones diferentes del promotor SOX9, donde STAT1 actua
como un represor transcriptor de SOX9, lo que en cierto modo lleva a
pensar que en el modelo de estudio del presente trabajo valdria revisar
si este factor se mantiene activo en el GD del hipocampo adulto durante

la ausencia de la proteina STAT1.

Finalmente los aportes sobre la proteina STAT1 del presente estudio
junto con los previamente realizados por los diferentes grupos de
investigacion, son de suma importancia debido a las multiples funciones

que STAT1 desempefia en la neurogénesis.

STAT1, el cual se descubrid en las células asesinas naturales del
sistema inmune, ahora se sabe que puede desempefar una funcién
importante sobre la proliferacion y diferenciacion celular, aun cuando
sus niveles (al igual que STAT3 y otras moléculas), pueden disminuir a
lo largo del crecimiento y desarrollo desde la etapa embrionaria hasta la
adulta (Nicolas y cols., 2009) y donde esta ultima se ve influenciada por
los efectos del envejecimiento que dan lugar al decrecimiento del
proceso neurogénico, por lo que los mecanismos que mantienen
vigente la renovacidon de neuronas en el cerebro adulto, son relevantes
para el mantenimiento y estabilidad del circuito neuronal de esta etapa
adulta (Galvan y Jin, 2007).
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Esto confirma que la funcidn de una molécula depende de la etapa,
lugar y sistema en el que se localiza y de las moléculas y factores con

las que interacciona.

El esfuerzo por dilucidar el mecanismo por el cual STAT1 influye en las
primeras etapas del proceso neurogénico no es el ultimo paso que se
puede dar para el estudio del complejo desarrollo y funcionalidad de la

neurogénesis.

Indagar sobre este modelo KO-STAT1 para estudios posteriores sobre
si esta pausa en el proceso neurogénico puede confirmar afecciones
del tipo cognitivo en la memoria y el aprendizaje, también son uno de

los eslabones que hay que integrar a este camino.

Lo que sugiere la realizacion de estudios que incluyan a aquellas
neuronas que logran tener un desarrollo hasta la etapa de maduracion
en ausencia de la proteina STAT1, para ver si realmente estas
neuronas maduras tienen la capacidad de dar un buen funcionamiento
a la integridad sinaptica y por ende a todas las capacidades a las que

esta conferida la integracion de las redes neuronales.

A continuacion se presenta un resumen de la neurogénesis en el animal

KO-STAT1 versus su control. Ver Figura 21.
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Comparacion del proceso neurogénico observado en el animal KO-STAT1 versus su control

euronas en el giro dentado

INTEGRACION
SINAPTICA

PROLIFERACION ETAPAS INTERMEDIAS

(?elula§ madfe Neuronas inmaduras Neuronas maduras
tipo glia radial

Tipo 2a

Figura 21. Breve representacién del proceso neurogénico observado en el presente
modelo de estudio: KO-STAT1 versus su control. Las flechas blancas indican el
incremento o decremento de las poblaciones celulares en el animal KO-STAT1 en
comparacion con su grupo control. El fondo de colores degradados que representa las
diferentes etapas del proceso neurogénico, coincide con el cambio de los distintos
tipos celulares de cada etapa, asi como también se muestran los marcadores
celulares correspondientes utilizados para observar los respectivos estadios celulares
de la neurogénesis. Obsérvese que las poblaciones celulares de las células madre
tipo glia radial, células del tipo 2a y células del tipo 2b en el caso del animal KO-
STAT1, se encuentran en un mayor nimero en comparacion con el animal control. Por
el contrario en las etapas de proliferacion, sobrevivencia y estadios intermedios que
involucran a los neuroblastos y a las neuronas inmaduras granulares del proceso
neurogénico del animal KO-STAT1 presentan un menor numero de células en
comparaciéon con su grupo control. Esquema modificado y proporcionado de autoria

del Dr. Gerardo Bernabé Ramirez Rodriguez.
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CONCLUSION

La presencia de la proteina STAT1 en el proceso neurogénico del giro
dentado del hipocampo adulto, es importante para que las células del
tipo 1, 2a y 2b puedan comprometerse a ser células del tipo 3 y asi
seguir a las subsecuentes etapas de diferenciacion, maduracién e

integracion sinaptica.
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Perspectivas

La sefal candnica del IFN-y, inicia con la estimulacidén del mismo, lo que
da lugar a la oligomerizacion de las subunidades del receptor, la
activacion de las cinasas 1 y 2 de JAK que facilita la transfosforlilacion

de JAKs y las subunidades del receptor.

Es entonces que STAT1 es reclutada hacia el receptor donde pasa a
ser fosforilada en tirosina, y forma un homodimero, el cual es la serina
fosforilada. EI homodimero fosforilado transloca hacia el nucleo y se
une a GAS en promotores para iniciar la transcripcion de genes (Gough
y cols., 2008).

Una tercera parte de los ISGs estimulados por IFNs son regulados por
el IFN-y en ausencia de la funcion de STAT1. Se ha propuesto que, en
ausencia de STAT1, la senal del IFN-y es al menos parcialmente
mantenida a través de la compensacion de otros miembros de la familia
STAT.

Esto resulta interesante ya que existen estudios que muestran que el
IFN-y puede activar tanto a STAT3 como a STATS5, y que la expresion y
fosforilaciéon de STAT3 puede aumentar en ausencia de STAT1 (en el
modelo KO-STAT1) (Gough y cols., 2008).

Se podria explicar porque en el presente trabajo el animal KO-STAT1,
puede presentar neurogénesis, aunque no de una manera optima, ya
que si bien STAT3 y STAT5S pueden ser agentes proneurogénicos, no
logran restaurar en su totalidad las poblaciones celulares en el animal

KO-STAT1 en comparacién con su grupo control.
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También hay registro de que STAT2 y su activacién a través del IFN-y
también se da en ausencia de STAT1 (Gough y cols., 2007), lo cual
resulta relevante debido a que ofrece una alternativa mas al posible
mecanismo que se opera en el GD del hipocampo adulto en ausencia
de la proteina STAT1.

Sin embargo Gough y colaboradores 2008 mencionan que existe un
subgrupo de genes que son transcritos de manera similar en células del
tipo silvestre y del tipo KO-STAT1, lo que puede implicar que las vias
dependientes de STAT1, no son un plan de contingencia celular para

las raras circunstancias de la deficiencia de STAT1.

Esto puede ser debido a que existen vias de sefnalizacion que actuan
enteramente en paralelo para la sefial JAK-STAT1 seguida de la
estimulacién con el IFN-y (Gough y cols., 2008), lo que puede dar como
resultado un efecto homeostatico sobre las vias de sefalizaciéon en

compensacion de la ausencia de la proteina STAT1.
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Glosario de términos y abreviaturas

ADN: acido desoxido ribonucleico. En este se contiene la informacion

genética de un organismo.

ARN: &cido ribonucleico. Asiste al ADN para la transcripcion y

traduccion de proteinas.

CA: Cornu Ammonis o también llamada asta de Amoén, es una
estructura del hipocampo la cual se divide en tres regiones, CA1, CA2,
CA3.

Célula madre: células indiferenciadas o escasamente diferenciadas
que poseen la capacidad de regenerar uno o mas de los tipos celulares
que constituyen a un ser vivo. Pueden ser embrionarias (generan todos
los tipos celulares) o adultos (generan células especializadas de

diferentes tejidos-no todos).

Célula multipotente: son las que sélo pueden diferenciarse en células

especializadas de la misma linea germinal.

Célula pluripotente: son células con capacidad de diferenciarse en

cualquier tipo de célula, de cualquier linea germinal.

Célula totipotente: son las células que participan inicialmente en el
desarrollo embrionario, incluyendo el cigoto y las células resultantes de
las sucesivas divisiones celulares (fase de moérula); son células madre

con capacidad de generar un organismo.

Cerebelo: parte posterior del encéfalo encargado de la coordinacion

muscular, la sensibilidad y movimientos voluntarios.
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Cinasa: proteina enzimatica que regula a otras proteinas mediante la

fosforilacion.
Citosina: base nitrogenada que forma parte de los acidos nucleicos.

Cértex: también llamado corteza cerebral, es la parte mas externa del
cerebro. Recubre los hemisferios cerebrales y esta conformado de

células nerviosas.

Cuerpo calloso: haz de fibras nerviosas que conecta los hemisferios

derecho e izquierdo coordinando las funciones de ambos.

Enfermedad de Alzheimer (EA): enfermedad que se caracteriza por la
degeneracion de las células nerviosas que conlleva a la pérdida de los

procesos cognitivos, tales como la memoria.

Esclerosis muiltiple (EM): enfermedad del tipo inflamatorio que dafa la

cubierta de las fibras nerviosas (mielina) del sistema nervioso.

Factor de transcripcion: proteina que coordina y regula la expresion

de un gen o de un grupo de genes.

Fosforilacion: proceso quimico mediante el cual se une un grupo

fosfato a una proteina, a un glucido o a otro compuesto.

Gen: fragmento de ADN que se haya dispuesto con un orden fijo en los
cromosomas de los seres vivos y que sera el que determinara la
aparicion de determinados caracteres heredados en un organismo.
Serie de nucledtidos que almacena la informacidén que se requiere para

sintetizar una macromolécula que posee una funcién especifica.

Glia: grupo de células del SN mas abundante. Células del soporte

neuronal.
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Glioblasto: células del SN que se crean en la zona ventricular del
neuroepitelio del tubo neural. Provienen de las células progenitoras y

conservan su capacidad proliferativa durante toda la vida.

Homeostasis: estado de equilibrio y estabilidad en el cual un

organismo funciona efectivamente.

Hormona: sustancia quimica producida por una glandula enddcrina

cuya funcion es efectuada en una célula diana.
Lectina: glicoproteina natural con reconocimiento especifico.

Mielocitomatosis: enfermedad que se caracteriza por tumores en

craneo o hueso.

Neocorteza: areas de mas reciente aparicion evolutiva de la corteza

cerebral.

Neuroblastoma: tumor maligno formado por células nerviosas

embrionarias.

Neurona: unidad fundamental del sistema nervioso. Célula conformada

por un soma, un axon y dendritas. Integra la informacién sinaptica.
Postnatal: etapa posterior al nacimiento.

Promotor: region de ADN que controla la iniciacion de la transcripciéon

de una determinada porcion del ADN a ARN.

Prosencéfalo: cerebro primitivo anterior, que se desarrolla durante la

etapa embrionaria.

Proteina recombinate: aquella que se obtiene a partir de una especie

o una linea celular distinta a la célula original.
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Protooncogen: gen cuyos productos promueven el crecimiento y la

division de la célula.

Receptor: proteina de membrana que contiene un sitio de union a otra

molécula para llevar a cabo una funcién.

Reelina: es una proteina que se expresa en cerebro y en médula
espinal, la sangre y otros 6rganos y tejidos. Es crucial el proceso de

migracion neuronal.

Replicacion: es el proceso en el cual se copian las cadenas del ADN
de una célula para dar origen a dos cadenas de ADN hijas, este

proceso es semi-conservativo y bidireccional.

Sinapsis: conexién que se da entre dos células nerviosas a través de la

hendidura sinaptica para excitar o inhibir una sefal.

Superficie pial: capa que colinda con la materia gris y el fluido

cerebroespinal.

Traduccion: proceso por el cual un ARN mensajero, un ARN de

transferencia y el ribosoma realizan la sintesis de proteinas.

Transcripcion (del ADN): proceso por el cual se sintetiza una molécula

de ARN mensajero utilizando un fragmento de ADN como molde.

Transductor: molécula que traduce una sefial bioquimica.
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