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RESUMEN

La generacion de nuevas neuronas o neurogénesis en el giro dentado del hipocampo contintia a
lo largo de la vida de diversas especies animales, incluyendo a los roedores. Este proceso da
inicio tras la activacion de las células troncales neurales o células tipo 1. Estas dan lugar a células
progenitoras neurales de amplificacion transitoria o células tipo 2a (células Thr2*/DCX) y 2b
(células Thr2*/DCX*), que a su vez dan origen a las células tipo 3 (células Tbr2/DCX*) y que al
salir de ciclo celular generan nuevas neuronas granulares. Se ha descrito que los diferentes tipos
de progenitores pueden responder de manera diferente ante un mismo estimulo. La
neuroinflamacion es una caracteristica propia de diversas patologias e induce una desregulacion
del proceso neurogénico. La administracion sistémica de lipopolisacarido (LPS) se ha usado
ampliamente como modelo de induccidon de inflamacién en el cerebro. Esta respuesta
neuroinflamatoria inducida por LPS promueve consistentemente una reduccién en la tasa
neurogénica neta. El grupo de trabajo en el que se llevdé a cabo esta tesis ha demostrado
previamente que 7 dias (d) después de una Unica administracion sistémica de LPS el perfil
neuroinflamatorio continla e induce una reduccién sostenida en el numero de células
BrdU*/DCX*. Sin embargo, se desconoce si este efecto es consecuencia de la afectacion de
algun tipo de progenitor. Por lo tanto, en este trabajo se evalué el efecto inducido por LPS en las
diferentes subpoblaciones de progenitores neurales hipocampales. Para ello, se administré una
inyeccion intraperitoneal (i.i.p.) de solucion salina (1 ml/kg) o LPS (1 mg/kg) a ratones macho de
2 meses de edad y se sacrificaron 7 d después. Para la cuantificacion de células progenitoras,
se administraron 3 pulsos de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU, 50 mg/kg; 1 i.i.p./d) antes del
sacrificio. Nuestros resultados muestran que: 1) el perfil neuroinflamatorio persiste después de 7
d de la administracion de LPS, como se ha reportado anteriormente; 2) en animales a los que se
les administré solucion salina la mayor proporcion de células BrdU* son progenitores tipo 2b vy;
3) en condiciones neuroinflamatorias inducidas por LPS el numero de células tipo 2b que
proliferaron se ve reducido. Estos datos sugieren que las subpoblaciones de progenitores
neurales responden de manera diferencial ante el mismo estimulo neuroinflamatorio. Asimismo,
ya que los progenitores tipo 2b parecen contribuir en mayor proporcién a la expansion de la poza
de células, concluimos que la desregulacion en la proliferacion o sobrevivencia de este tipo de
progenitores contribuye a la disminucién en el nUmero de nuevas neuronas que se observa 7 d

después de la induccion de la neuroinflamacion.

Palabras clave: neurogénesis, LPS, células progenitoras neurales, neuroinflamacion



INTRODUCCION

Hasta antes de la segunda mitad del siglo XX, se consideraba como consenso en la
comunidad neurocientifica que el desarrollo del cerebro se limitaba a un periodo critico,
que comprendia desde la etapa prenatal hasta la nifiez y después permanecia
relativamente sin cambios y con un nimero predeterminado de neuronas (Allen, 1912;
Himwich, 1962). A pesar de que varios psicologos y neurocientificos postularon que los
cambios en el cerebro de organismos adultos son fundamentales para el correcto
desarrollo y funcionamiento cognitivo (James, 1890; Ramoén y Cajal, 1913; revisado en
Berlucchi & Buchtel, 2009), no fue hasta la década de los sesenta que diversos estudios
demostraron que multiples aspectos del sistema nervioso central (SNC) pueden ser
modificados incluso en la etapa adulta (Bach-y-Rita, Collins, Saunders, White, &
Scadden, 1969; Bliss & Lemo, 1973; Clark, Allard, Jenkins, & Merzenich, 1988; Diamond,
Krech, & Rosenzweig, 1964; Merzenich et al., 1984). Este proceso, denominado
plasticidad cerebral o neuroplasticidad, hace referencia al conjunto de mecanismos que
generan cambios en la estructura y la funcion del cerebro (Merzenich, Nahum, & Van
Vleet, 2013; Sweatt, 2016). Esta caracteristica esta presente en el SNC de diversas
especies animales, incluido el ser humano, y ocurre desde los niveles molecular,
sinaptico y celular, hasta el nivel de mapas corticales (Jakovcevski et al., 2015; Obernier
et al., 2018; Rocchetti et al., 2015; Zepeda, Sengpiel, Guagnelli, Vaca, & Arias, 2004).
Asimismo, se han descrito diversos estimulos que promueven cambios plasticos en el
cerebro, como procesos de aprendizaje, estimulos medioambientales, lesiones y
patologias (Abs et al., 2018; Aguilar-Arredondo & Zepeda, 2018; Huttenrauch, Salinas, &
Wirths, 2016; Lim et al., 2018).

El proceso de generacién de nuevas neuronas a partir de células troncales, también
conocido como neurogénesis, en el SNC de organismos adultos es uno de estos
procesos plasticos mas recientemente identificados y su ocurrencia se ha descrito en
diferentes zonas del cerebro de especies como peces (Birse, Leonard, & Coggeshall,
1980), reptiles (Lopez-Garcia, Molowny, Garcia-Verdugo, & Ferrer, 1988), aves
(Goldman & Nottebohm, 1983) y mamiferos (Altman & Das, 1965), incluido el ser humano
(Eriksson et al., 1998), aunque la evidencia en el tejido de estos ultimos ha promovido



un gran debate en afios recientes (Moreno-Jiménez et al., 2019; Sorrells et al., 2018). En
mamiferos adultos se han descrito consistentemente dos areas discretas del cerebro
donde ocurre la generacién de nuevas neuronas: la zona subventricular (ZSV) de las
paredes de los ventriculos laterales (Altman, 1969; Lois & Alvarez-Buylla, 1993) y la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado (GD) del hipocampo (Altman & Das, 1965; Gould et
al., 1999). La neurogénesis hipocampal es particularmente relevante debido a que
contribuye al funcionamiento del GD y del hipocampo en general, ademas de que se ha
asociado a diferentes procesos cognitivos, como ciertas formas de aprendizaje y
memoria, regulaciéon emocional y cognicion temporal y espacial (revisado en Aimone et
al., 2014; Cameron & Glover, 2015; Deng, Aimone, & Gage, 2010). En la siguiente
seccion se describira la anatomia y conectividad general del giro dentado y
posteriormente se profundizara en el papel de esta estructura como nicho neurogénico

para finalmente detallar el proceso neurogénico.

Estructuray funcién del giro dentado del hipocampo

La ZSG, una de las dos regiones mejor descritas donde ocurre la generacion continua
células neuronales, se encuentra en el GD que, a su vez, es parte del hipocampo (Fig.
1). EI GD es una estructura formada por tres capas o laminas distintas (Fig. 2.A)
(revisado en Amaral, Scharfman, & Lavenex, 2007): 1) La capa molecular, que es una
zona relativamente desprovista de células, donde se encuentran las prolongaciones
dendriticas de las células granulares, algunas interneuronas y las fibras axénicas que
forman la via perforante proveniente de la corteza entorrinal (CE); 2) La capa granular
(CG) que esta formada en gran parte por los somas de neuronas granulares densamente
empaquetadas, ademas de contener interneuronas piramidales conocidas como células
de canasta, entre otras células. Esta capa puede dividirse en tres zonas, la lamina
suprapiramidal, la lamina infrapiramidal y la cresta, donde se unen las dos laminas; 3) La
capa polimérfica o hilus, que es la regidn mas interna del GD y donde se encuentran las

células musgosas que inervan a las dendritas de las neuronas de la CG en ambos



Hipocampo

Roedor Humano

Figura 1. Hipocampo en mamiferos adultos. Esquema de la localizacién y morfologia del
hipocampo en los cerebros adultos de roedor y ser humano.

hemisferios, asi como otro tipos de neuronas fusiformes e interneuronas. En esta zona
se encuentran los axones de las neuronas de la CG, formando las fibras musgosas que
se extienden hacia el area CA3 del hipocampo. EI GD recibe proyecciones
principalmente de la capa Il de la CE y, en menor medida de las capas Ill, Vy VI, a
través de la via perforante. La CE también envia y recibe proyecciones desde otras areas
del hipocampo, como CAl (Fig. 2.B). De igual manera, se han observado vias de
comunicacion con el GD desde el nucleo septal, nucleos hipotalamicos y nucleos del tallo
encefalico.

El GD recibe eferencias de diferentes modalidades sensoriales, como visual, olfativa,
auditiva, vestibular y somatosensorial, provenientes de la corteza perirrinal y la CE
lateral, también informacién espacial de las células grid de la CE dorsomedial (Coutureau
& Di Scala, 2009; Hargreaves, Rao, Lee, & Knierim, 2005; Witter, Groenewegen, Lopes
da Silva, & Lohman, 1989). El GD tiene la capacidad de procesar de manera conjunta
los diversos estimulos percibidos, es decir, asociar a cada objeto un contexto, en funcion
del espacio y otras caracteristicas particulares (Kesner, Taylor, Hoge, & Andy, 2015).

Asimismo, se ha asociado con la capacidad de transformar experiencias o eventos
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Figura 2. Organizacién anatomica y conectividad del hipocampo. A) llustracién de la
organizacion anatémica de las principales vias de comunicacion entre las diferentes
estructuras hipocampales. Se representan las diferentes células que forman parte y regulan el
proceso neurogénico hipocampal (Modificado de Aimone, et al., 2014). Las flechas indican la
direccion de los circuitos neurales. B) Esquema de la red neural hipocampal. El giro dentado
recibe aferencias principalmente de la capa Il de la corteza entorrinal mediante la via
perforante, envia sus proyecciones hacia el &rea CA3, que a su vez envia sus axones hacia
el area CA1l. Por ultimo, CA1 envia proyecciones hacia la capa VI de la corteza entorrinal,
cerrando el loop hipocampal. Las neuronas granulares del giro dentado también proyectan
hacia interneuronas del hilus y células musgosas, que a su vez envian proyecciones
inhibidoras y excitadoras, respectivamente, hacia las mismas neuronas granulares
(Modificado de Deng, Aimone & Gage, 2010). GD, giro dentado; CM, capa molecular; CG,
capa granular; H, hilus; CA1 y CA3, Cornu ammonis 1 y 3; CE, corteza entorrinal; VP, via
perforante; CTN, célula troncal neural; CPAT, célula progenitora de amplificacion transitoria;
NB, neuroblasto.

similares en representaciones distintas que no se superponen, una funciéon conocida
como separacion de patrones. Se ha demostrado que el GD puede llevar a cabo este
tipo de discriminacién de estimulos en los niveles espacial, olfativo y contextual (Gilbert,
Kesner, & Lee, 2001; Spanswick & Sutherland, 2010; Weeden, Hu, Ho, & Kesner, 2014,
revisado en Kesner, 2018). Respecto al procesamiento de informacién contextual, mas
all4 de la separacion de patrones, también se ha demostrado la implicacion del GD en
procesos de aprendizaje y memoria dependientes de contexto (Aguilar-Arredondo &
Zepeda, 2018; Lee & Kesner, 2004).

Zona subgranular del giro dentado

La ZSG del GD es una regioén fina de células que se encuentra entre la CG y el hilus.
Esta region contiene un microambiente en el que residen las células troncales neurales
adultas y permite que ocurra la neurogénesis adulta, por lo que también es conocida
como “nicho neurogénico” (Fig. 3). Este nicho esta formado por componentes celulares,
como las células troncales mismas, su progenie inmediata, neuronas granulares
maduras e inmaduras y otros tipos neuronales, astrocitos, células endoteliales y células
del sistema inmune, como macréfagos perivasculares y microglia (revisado en Aimone
et al., 2014; Cope & Gould, 2019; Ekdahl, 2012; Song, Olsen, Sun, Ming, & Song, 2016);

y componentes moleculares, como neurotransmisores, factores de crecimiento,

12
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Figura 3. Proceso de neurogénesis hipocampal adulta. Esquema de las distintas etapas y
tipos de células que conforman el proceso neurogénico. Se muestran la duracion general de
cada etapa y los marcadores moleculares comunmente utilizados para la identificacion de las
diferentes fases del proceso, asi como de la progresion de linaje. CM, capa molecular; CG,
capa granular; ZSG, zona subgranular; CTN, célula troncal neural; CPAT, célula progenitora
de amplificacion transitoria; NB, neuroblasto; GFAP, Glial fibrillary acidic protein; Sox2, Sex
determining region Y-box protein 2; Tbr2, T-box brain protein 2; NeuroD1, Neurogenic
differentiation factor-1; Prox1, Prospero homeobox protein 1; DCX, Doblecortina.
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morfégenos y hormonas, asi como matriz extracelular (revisado en Berg, Belnoue, Song,
& Simon, 2013; Choe, Pleasure, & Mira, 2016; Fournier & Duman, 2012; Mahmoud, &
Wainwright, & Galea, 2016) & Simon, 2013; Choe, Pleasure, & Mira, 2016; Fournier &
Duman, 2012; Mahmoud, & Wainwright, & Galea, 2016). En conjunto, dichos
componentes promueven, en condiciones fisioldgicas, que todas las fases del proceso

neurogeénico ocurran a una tasa y temporalidad altamente reguladas.

Neurogénesis hipocampal adulta

La neurogénesis hipocampal adulta es una secuencia organizada de eventos
moleculares y celulares que da inicio tras la activacion de las células troncales y culmina
con la generacion de neuronas que se integran funcionalmente a circuitos preexistentes
del GD. La caracterizacién de este proceso se remonta a los estudios pioneros que
utilizaron timidina tritiada (3H-TdR), un radiois6topo que se incorpora a los nicleos de
células en proliferacion (Altman & Das, 1965; Kaplan & Hinds, 1977). Estos trabajos
demostraron la existencia de células que se dividen en el hipocampo de mamiferos
adultos, pero sin determinar realmente si eran células con linaje neuronal. No fue hasta
la utilizacién del analogo de timidina BrdU (5-bromo-2’-desoxiuridina), que también se
incorpora a células proliferantes, asi como de técnicas avanzadas de inmunodeteccion y
microscopia, que se permitid la identificacion y seguimiento de linaje en células con
actividad proliferativa en el GD (Kuhn, Dickinson-Anson, & Gage, 1996; Seki & Arai,
1993). La evaluacién de marcadores enddgenos de proliferacion, como Ki67 o el
antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA, por sus siglas en inglés), y de
marcadores expresados por células a lo largo del proceso neurogénico, ha contribuido a
comprender las distintas fases del proceso (Ben Abdallah, Slomianka, Vyssotski, & Lipp,
2010; Hodge et al., 2008; revisado en von Bohlen und Halbach, 2011). Actualmente,
también se utilizan modelos transgénicos y técnicas de marcaje con retrovirus, que
permiten el analisis morfoldgico y funcional a largo plazo de las células nacidas en la
etapa adulta. (Cuartero et al., 2019; Ninkovic, Mori, & Go6tz, 2007).

En términos generales, se pueden identificar cuatro fases en el proceso neurogénico

hipocampal: proliferacion, diferenciacion, sobrevivencia y maduraciéon. En funcién de
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caracteristicas morfolégicas y expresiéon de marcadores moleculares especificos, se
pueden establecer al menos seis fenotipos celulares o etapas de desarrollo dentro del
proceso neurogénico. El proceso inicia con la activacion de las células troncales neurales
(células tipo 1), que pueden dar origen a otra célula precursora idéntica o a una célula
progenitora neural con mayor capacidad proliferativa (células tipo 2a y 2b). A su vez,
estos progenitores pueden autorrenovarse o dar lugar a otro progenitor con un mayor
compromiso de linaje (célula tipo 3 o neuroblasto), en conjunto, estos cuatro tipos
celulares se conocen como células precursoras neurales (CPNs). Tras la salida de ciclo
celular de los progenitores tipo 3, estos dan origen a una nueva neurona que maduray
adquiere las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de una neurona granular
glutamatérgica. (Fig. 3) (Revisado en Aguilar-Arredondo, Arias, & Zepeda, 2015;
Kempermann, Song, & Gage, 2015). El proceso neurogénico ocurre de manera
constitutiva, pero, como se describira mas adelante, se han identificado diversos eventos
gue pueden modularlo tanto a la alta como a la baja incidiendo en la plasticidad del GD

y en la ejecucién de tareas de aprendizaje y memoria dependientes de hipocampo.

Fases de proliferacion y diferenciacién de células precursoras neurales

Células tipo 1

La neurogénesis hipocampal adulta da inicio con la activacion de células precursoras con
caracteristicas propias de células troncales. Estas, conocidas como células troncales
neurales (CTNs) adultas, células tipo glia radial o células tipo 1, son células que
presentan una tasa baja de proliferacion, es decir, son quiescentes (Lugert et al., 2010),
tienen una capacidad de autorrenovacién a largo plazo (Bonaguidi et al., 2011) vy, al ser
células multipotentes, pueden dar origen a astrocitos y neuronas (Bonaguidi et al., 2011;
Gebara et al., 2016).

Las células tipo 1 hipocampales tienen una morfologia radial, su soma se encuentra
en la ZSG del GD y tienen un Unico proceso apical que se extiende desde la CG hacia la
capa molecular, asi como procesos pequefios orientados horizontalmente a lo largo de
la ZSG (Gebara et al., 2016; Kosaka & Hama, 1986; Seri, Garcia-Verdugo, Collado-

15



Morente, McEwen, & Alvarez-Buylla, 2004). Se ha descrito que estas células presentan
propiedades caracteristicas de astrocitos, como expresion de GFAP (del inglés Glial
fibrillary acidic protein) y Vimentina. Este tipo celular tiene contactos directos con vasos
sanguineos y propiedades electrofisiologicas similares a las de los astrocitos (Filippov et
al., 2003; Garcia, Doan, Imura, Bush, & Sofroniew, 2004; Moss et al., 2016; Palmer et
al., 2000; Seri et al., 2004). Asimismo, estas células expresan marcadores asociados a
células troncales, como los factores de transcripcion Sox1 (del inglés Sex determining
region Y-box protein 1), Sox2 (del inglés Sex determining region Y-box protein 2) Hes5
(del inglés Hairy and enhancer of split 5), Pax6 (del inglés Paired box protein 6), y Ascll
(del inglés Achaete-scute homolog 1) y, las proteinas BLBP (del inglés Brain lipid binding
protein), Nestina y Prominina 1 (Beckervordersandforth et al., 2014; Ellis et al., 2004
Gebara et al., 2016; Kim, Ables, Dickel, Eisch, & Johnson, 2011; Nacher et al., 2005; Seri
et al., 2004).

El mantenimiento de la identidad de célula troncal y la quiescencia de las células tipo
1, son procesos esenciales para asegurar la ocurrencia de la neurogénesis a lo largo de
la vida de los organismos. Las células tipo 1 tienen contactos con diversas células que
residen en el GD, como neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células
endoteliales de vasos sanguineos (Gebara et al., 2016; Song et al., 2012). Asimismo,
algunas vias de sefializacién, como las de Wnt (Wingless-type MMTV integration site),
Notch, Shh (del inglés Sonic hedgehog) y BMPs (del inglés Bone morphogenic protein),
asi como del neurotransmisor GABA (del inglés Gamma-aminobutyric acid), estan
asociadas a la regulacion del balance entre la quiescencia y proliferacion de las células
troncales. Estas vias de sefalizacion regulan la expresion de genes asociados a la
adquisiciéon del linaje neuronal (Ables et al., 2010; Han et al., 2008; Jang et al., 2013;
Mira et al., 2010; Song et al., 2012).
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Células progenitoras neurales

Progenitores tipo 2

Tras la activacion y division asimétrica de las células tipo 1, estas dan lugar a células que
forman parte de etapas consecutivas de progenitores intermedios con una alta tasa
proliferativa y autorrenovacion limitada. Estas células son conocidas como tipo 2 o
células progenitoras de amplificacion transitoria (CPATS). Debido a que presentan varias
rondas de division simétrica, a estas células se les atribuye la expansion de la poza de
células que contindan con el desarrollo de nuevas neuronas (Encinas, Vaahtokari, &
Enikolopov, 2006; Kronenberg et al., 2003). Las células tipo 2 tienen una morfologia
distinta de las células tipo 1, ya que presentan un soma circular u ovalado, carecen de
un proceso apical y tienen procesos que se extienden horizontalmente en la ZSG (Seki
& Arai, 1993; Seri et al., 2004; Steiner et al., 2006).

Las células tipo 2 pueden categorizarse en dos subtipos, las células tipo 2a que
continlan expresando marcadores moleculares asociados a las células tipo 1, como
BLBP, Sox2, Nestina y Pax6 (Hodge et al., 2008; Kronenberg et al., 2003; Steiner et al.,
2006), ademas de los factores de transcripcion Ascll, Ngn2 (Neurogenina 2) y Tbr2 (del
inglés T-box brain protein 2) (Hodge et al., 2008; Kim et al., 2011; Roybon et al., 2009);
y las células tipo 2b, que siguen expresando Nestina, ademas de marcadores
moleculares como los factores de transcripciéon Tbhr2, NeuroD1 (del inglés Neurogenic
differentiation factor 1) y Prox1 (del inglés Prospero homeobox protein 1), asi como las
proteinas PSA-NCAM (del inglés Polysialylated-neural cell adhesion molecule) y DCX
(doblecortina) (Hodge et al., 2008, 2012; Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2006).
Se ha propuesto que en la transicion de células 2a a células 2b sucede el cambio mas
evidente hacia la adquisicién de un linaje neuronal, ya que los progenitores tipo 2b
comienzan a expresar factores de transcripcion y otras proteinas que se han asociados
a la generacion y desarrollo de neuronas, como NeuroD1, Prox1l, DCX y PSA-NCAM.
Ademas, estas células ya no expresan marcadores relacionados con una identidad de

célula precursora o troncal como BLBP o0 Sox2 (Kempermann et al., 2015).
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Se ha descrito que los progenitores tipo 2a son la poblacion de progenitores
intermedios con la mayor actividad mitética (Hodge et al., 2008; Kronenberg et al., 2003).
Por lo tanto, el modelo prevalente actual postula que la amplificacion de células en el GD
ocurre mediante divisidbn simétrica de los progenitores tipo 2a y en menor medida
mediante la divisién de progenitores tipo 2b y 3. Otros grupos de investigacion, incluido
en el que se llevd a cabo esta tesis, han propuesto que las células tipo 2b son las que
contribuyen en mayor proporcion a la expansion de la poza (Lugert et al., 2012). Estos
resultados discordantes, pueden ser atribuidos a las dificultades técnicas que se
presentan tanto en la evaluacion de la temporalidad, como en la cuantificacion del
nacimiento de nuevas células desde la activacion de las células precursoras, ya que la
incorporacion de marcajes retrovirales y de BrdU no se restringe a las CPNs vy el
seguimiento de linaje mediante modelos transgénicos carece de especificidad hacia los
tipos celulares. Por lo anterior, resulta importante llevar a cabo analisis exhaustivos de la
tasa proliferativa y de autorrenovacion, asi como de la contribucion a la expansion de la

poza, de las diferentes subpoblaciones de progenitores.

Progenitores tipo 3

Los neuroblastos (NB) o células tipo 3 se originan tras la division de los progenitores
tipo 2b. Estas células constituyen la ultima fase de proliferacién celular del proceso
neurogénico y representan la transicion entre células progenitoras hacia neuronas
postmitéticas inmaduras. Morfolégicamente presentan un soma redondo, procesos mas
largos que los de las células tipo 2 y aumenta la proporcion de células con una orientacion
vertical. Estas células ya no expresan marcadores moleculares asociados a las células
tipo 1 (i.e. Nestina 0 Sox2) y continlan expresando marcadores relacionados con el
desarrollo neuronal, como NeuroD1, Prox1l, PSA-NCAM y DCX (Hodge et al., 2008;
Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2006). Aunque la migracion celular en la CG da
comienzo con las células tipo 2b, se observa un aumento en la tasa de migracion en los
NBs. Se ha reportado que este tipo celular migra de manera paralela a la ZSG siguiendo
las paredes de los vasos sanguineos que se encuentran en esta area (Seki, Namba,

Mochizuki, & Onodera, 2007; Sun et al., 2015). Asimismo, se ha descrito que en la etapa
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de progenitores tipo 3 ocurre la primera fase de sobrevivencia celular, debido a que se
observan altos niveles de células apoptoticas PSA-NCAM* en los primeros dias tras la
division celular inicial aproximadamente 30-70% de las células continta con el proceso
de desarrollo neuronal (Cameron & McKay, 2001; Dayer, Ford, Cleaver, Yassaee, &
Cameron, 2003; Kuhn et al., 2005; Sierra et al., 2010).

La actividad proliferativa, la diferenciacion y sobrevivencia de todas las células
progenitoras (tipo 2a, 2b y 3) son reguladas por diversos factores asociados al nicho
neurogénico. Por ejemplo, algunos factores neurotroéficos y de crecimiento, como VEGF
(del inglés Vascular endothelial growth factor)), BDNF (del inglés Brain derived
neurotrophic factor), IGF-1 (del inglés Insulin-like growth factor-1) y FGF-2 (del inglés
Fibroblast growth factor-2), tienen efectos reguladores sobre la proliferacion, migracion y
sobrevivencia de CPNs. Por otra parte, la microglia y los astrocitos, células asociadas a
la respuesta inmune en el SNC, influyen directamente sobre el proceso neurogénico,
regulando cada una de las fases. Se ha demostrado que la microglia sensa
constantemente el nicho y fagocita células progenitoras que no sobreviven (Sierra et al.,
2010). Los astrocitos y las células microgliales liberan diversos factores que inciden

sobre la tasa de proliferacién y sobrevivencia (Cao et al., 2013; Kohman et al., 2012).

Fases de maduracion e integracion neuronal

Los progenitores tipo 3, al salir de ciclo celular, generan neuronas granulares inmaduras,
con una morfologia redonda, una dendrita apical definida y una orientacion vertical. Estas
células migran radialmente distancias cortas posicionandose en la mitad interior de la
CG (Esposito et al.,, 2005; Matthews et al., 2010; Sun et al., 2015). Las neuronas
inmaduras se caracterizan por la expresion transitoria de la proteina de unién a calcio
calretinina, asi como el inicio de la expresion del marcador postmitotico neuronal NeuN
(del inglés Neuronal nuclei antigen) (Brandt et al., 2003; Espdsito et al., 2005). Ademas,
algunos marcadores como NeuroD1, Proxl, PSA-NCAM y DCX aldn se expresan en
estas células (Espoésito et al., 2005; Schmidt-Hieber, Jonas, & Bischofberger, 2004;
Steiner et al., 2004).
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En los primeros dias tras la salida de ciclo celular, las neuronas comienzan a extender
su axon hacia el hilus y consecutivamente hacia el area CA3 del hipocampo,
integrandose a las fibras musgosas en la tercera semana de desarrollo. El axén alcanza
su longitud maxima alrededor de la cuarta semana del nacimiento de la neurona (Sun et
al., 2013; Zhao, Teng, Summers Jr, Ming, & Gage, 2006). Tanto el desarrollo como la
maduracion de los contactos sinapticos glutamatérgicos con células piramidales de CA3,
interneuronas del hilus y células musgosas puede durar hasta 8 semanas, aunque las
respuestas postsinapticas en CA3 se observan desde la segunda semana del nacimiento
de la célula (Boyden, Zhang, Bamberg, Nagel, & Deisseroth, 2005; Gu et al., 2012; Li et
al., 2005; Toni et al., 2008). Las neuronas jovenes son inicialmente despolarizadas por
GABA, debido a las altas concentraciones intracelulares de CI'. Entre la segunda y cuarta
semana después de su nacimiento, la respuesta a GABA de las nuevas neuronas
cambia de despolarizacién a hiperpolarizacion, correlacionando con la extensién de
dendritas hacia la via perforante proveniente de la CE del hipocampo y el inicio de
respuestas excitadoras ante glutamato (Espésito et al., 2005; Piatti et al., 2011; Toni et
al., 2007; Zhao et al., 2006). Adicionalmente, se ha mostrado que en comparacion con
las neuronas maduras, las neuronas jovenes presentan un umbral menor para la
induccién de potenciacion a largo plazo (LTP) y los niveles de potenciacion sinptica
estan incrementados (Ge, Yang, Hsu, Ming, & Song, 2007; Schmidt-Hieber et al., 2004).

Durante las dos semanas posteriores a la salida de ciclo celular ocurre la segunda
etapa de sobrevivencia celular, que esta altamente regulada por los requerimientos de
actividad del circuito hipocampal. En esta etapa las neuronas que no logran establecer
conexiones con el area CA3 y la CE entran en un proceso de muerte apoptotica (Biebl,
Cooper, Winkler, & Kuhn, 2000; Kuhn et al., 2005). Las neuronas que logran sobrevivir,
aproximadamente un 3% (Ramirez-Amaya, Marrone, Gage, Worley, & Barnes, 2006),
continan con el proceso de maduracion, cambian la expresion de calretinina por la de
calbindina, prosiguen con la generacién y desarrollo de contactos sinapticos y tras varias
semanas llegan a ser indistinguibles electrofisiologicamente de cualquier neurona
granular madura (Laplagne et al., 2007; Ramirez-Amaya, Marrone, Gage, Worley, &
Barnes, 2006; revisado en Kempermann et al., 2015;Toni & Schinder, 2016).
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Funciones de las nuevas neuronas en el giro dentado adulto

El hecho de que las neuronas generadas en el GD adulto se integren a los circuitos
preexistentes es un indicador de que estas nuevas células cumplen con alguna funcién
asociada a dicha estructura. Los primeros estudios que evaluaron la funcién de la
neurogénesis hipocampal adulta mostraron que al reducir este proceso mediante la
administracion de acetato de metilazoximetanol, un inhibidor del ciclo celular, a ratas
adultas se observaba un déficit en una tarea de condicionamiento del miedo con demora
(Shors et al., 2001; Shors, Townsend, Zhao, Kozorovitskiy, & Gould, 2002). Diversos
estudios posteriores han asociado la generacién de nuevas neuronas con procesos de
aprendizaje y memoria dependientes de hipocampo (revisado en Cameron & Glover,
2015; Deng et al., 2010). Muchos de estos trabajos muestran que la reduccion del
proceso neurogénico, mediante métodos como irradiaciéon o farmacos antimitéticos,
provoca un peor desempefio en tareas relacionadas con cognicion espacial y contextual,
como la prueba del laberinto acuatico de Morris (Garthe, Behr, & Kempermann, 2009;
Snyder, Hong, McDonald, & Wojtowicz, 2005; Zhang, Zou, He, Gage, & Evans, 2008), el
laberinto de Barnes (Raber et al., 2004; Zhang et al., 2008), y condicionamiento del miedo
al contexto (Drew, Denny, & Hen, 2010; Snyder et al., 2005; Winocur, Wojtowicz,
Sekeres, Snyder, & Wang, 2006). Asimismo, se ha demostrado que al utilizar protocolos
gue aumentan la neurogénesis hipocampal, como el ejercicio fisico y el ambiente
enriquecido, el desempefio en estas mismas tareas mejora significativamente (Fan, Li,
Zheng, Hua, & Zuo, 2016; Kohman et al., 2012; Marlatt, Potter, Lucassen, & van Praag,
2012).

Una de las funciones dependientes de GD que méas se ha relacionado con la
neurogeénesis es la separacion de patrones. Las neuronas granulares del GD codifican
las aferencias provenientes de la CE formando representaciones independientes en
funcién de la similitud de la informacién procesada, que posteriormente son relegadas al
area CA3 del hipocampo (Leutgeb, Leutgeb, Moser, & Moser, 2007; McHugh et al.,
2007). Se ha propuesto que la adicion de nuevas neuronas en este circuito promueve la
codificacion de nueva informacion evitando la interferencia con representaciones

generadas anteriormente, es decir, la discriminacion de estimulos similares o separacion
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de patrones (Appleby & Wiskott, 2009; Clelland et al., 2009; McAvoy, Besnard, & Sahay,
2015).

Modulacion de la neurogénesis hipocampal

Como se ha mencionado anteriormente, en el nicho neurogénico existen interacciones
complejas entre los diferentes componentes celulares y moleculares que permiten el
nacimiento y desarrollo de las nuevas neuronas. La modificacion en los niveles de estos
componentes, su eliminacion o la adicion de uno nuevo tienen el potencial de modular
las diferentes fases del proceso neurogénico y, por lo tanto, la tasa neta de nuevas
neuronas que maduran y se integran a los circuitos hipocampales.

Se han identificado varios factores extrinsecos al organismo que tienen un impacto
positivo sobre el proceso neurogénico en roedores. Por ejemplo, el ejercicio fisico,
generalmente correr en una rueda, promueve un aumento en la proliferacion de las CPNs
hipocampales y en algunos casos se observa una mayor sobrevivencia de las nuevas
neuronas (Bednarczyk et al., 2011; Farioli-Vecchioli et al., 2014; van Praag, Christie,
Sejnowski, & Gage, 1999). Mientras que el enriquecimiento ambiental, definido como
estimulaciéon sensorial y motriz que promueve un incremento de las interacciones
sociales, experiencias de aprendizaje y ejercicio fisico de los animales (Clemenson,
Gage, & Stark, 2018), aumenta significativamente la sobrevivencia de las nuevas
neuronas (Kempermann, Brandon, & Gage, 1998; Kempermann, Kuhn, & Gage, 1997,
Monteiro, Moreira, Massensini, Moraes, & Pereira, 2014). La modulacion de la
neurogénesis adulta por los factores anteriormente mencionados, tiene un impacto, no
solo sobre el nimero de nuevas neuronas que se generan, sino también sobre la
funcionalidad de las mismas, pues se ha observado un mejor desempefio en tareas de
aprendizaje y memoria dependientes de hipocampo tras la exposicion a estos eventos
(Garthe, Roeder, & Kempermann, 2016; Yau et al., 2011). Asimismo, se ha demostrado
gue ciertos tipos de dafio al SNC, como isquemia, lesiones excitotdxicas y crisis
epilépticas, incrementan la tasa neurogénica hipocampal (Aguilar-Arredondo & Zepeda,
2018; Kawai et al., 2004; Parent et al., 1997; Zepeda et al., 2013).
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Por otra parte, también se han descrito eventos que disminuyen la neurogénesis
hipocampal. El envejecimiento en roedores se ha asociado con un declive en diversas
funciones cognitivas, incluidas las del hipocampo. Se ha demostrado que durante el
envejecimiento la produccion de nuevas neuronas disminuye significativamente, lo cual
podria estar asociado al declive en la capacidad cognitiva (Bizon, Lee, & Gallagher, 2004;
Morgenstern, Lombardi, & Schinder, 2008). Diversos trastornos neurodegenerativos
también se han asociado a una disminucion en capacidades cognitivas y a una reduccion
en la neurogénesis hipocampal. Por ejemplo, en modelos animales de la enfermedad de
Alzheimer se observa una reduccion en la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion
de las células que nacen en el GD adulto (Cotel, Jawhar, Christensen, Bayer, & Wirths,
2012; Hamilton & Holscher, 2012; Krezymon et al., 2013). Efectos similares se han
encontrado en modelos de la enfermedad de Parkinson (Suzuki et al., 2010; Winner et
al., 2004, 2008).

Una caracteristica que tienen en comun los eventos antineurogénicos antes
mencionados es la presencia de proceso inflamatorios en el cerebro, tanto en humanos
como en modelos animales (Dobbs et al.,, 1999; Maeda et al., 2007; Sparkman &
Johnson, 2008; Yugiang et al.,, 2015). Diversos trabajos apuntan a que la
neuroinflamacién podria estar contribuyendo al deterioro cognitivo que se presenta en el
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas (Lourenco et al., 2013). En las
siguientes secciones se profundizara sobre el proceso neuroinflamatorio, asi como su

efecto sobre la neurogénesis hipocampal y sus funciones.

Neurogénesis en un contexto neuroinflamatorio

Neuroinflamacion

La inflamacion es la respuesta del organismo ante un dafio o patdégeno, cuya funcion
principal es destruir 0 aislar la causa de la alteracién, remover el tejido dafiado y restaurar
el estado homeostéatico. En términos generales, el sistema inmune puede dividirse en
dos subcategorias: el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo (Iwasaki &

Medzhitov, 2015; Kumar, Kawai, & Akira, 2011). El primero comprende a las células que
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reconocen y responden a patdgenos de manera inmediata e inespecifica. La activacion
de la respuesta innata promueve el reclutamiento de células inmunes al sitio de infeccion
o dafo, la activacion del sistema del complemento y la remocion del agente que causa
la alteracion. Comunmente, la respuesta neuroinflamatoria se ha asociado a este
subsistema (Newton & Dixit, 2012). La respuesta del sistema inmune adaptativo consiste
en el reconocimiento y generacion de respuestas especializadas para la eliminacion
efectiva de un agente de dafio o patdgeno, asi como el desarrollo de memoria inmune a
largo plazo (Yatim & Lakkis, 2015).

Los procesos inflamatorios en el cerebro adulto se han asociado al inicio y desarrollo
de distintas patologias neuroldgicas vinculadas a un declive cognitivo. La enfermedad de
Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas comun en el mundo, alrededor de 50 millones
de personas la padecen (OMS, 2018). En México se tiene registro de alrededor de
600,000 casos (Secretaria de Salud, 2016). La EA es un trastorno neurodegenerativo
cronico caracterizado por un declive en diversas habilidades cognitivas, muerte neuronal
y la presencia de dos marcadores histopatologicos: la formacién de placas de -amiloide
y de marafias neurofibrilares (dos Santos Picanco et al., 2018). En cerebros de pacientes
con EA se ha observado una activacion prolongada de las células microgliales y
astrocitos, posiblemente en respuesta a la presencia del péptido p-amiloide (Kinney et
al., 2018; Osborn, Kamphuis, Wadman, & Hol, 2016). La enfermedad de Parkinson (EP)
es otro tipo de enfermedad neurodegenerativa con una prevalencia de alrededor de 8
millones de personas en el mundo (OMS, 2019) y aproximadamente 60,000 en México
(Instituto Mexicano del Seguro Social, 2018). Este trastorno se caracteriza por un déficit
en el sistema motor asociado a la muerte de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
y la presencia de cuerpos de Lewy, tal como un declive en funciones ejecutivas, memoria
de trabajo y procesos de atenciéon (Poewe et al., 2017). Asimismo, en el tejido cerebral
de pacientes con EP se ha observado un aumento de procesos inflamatorios como
astrocitosis y activacién microglial en la sustancia nigra (Joshi & Singh, 2018). Por otra
parte, uno de los trastornos neuropsicoldgicos es la depresién mayor, que afecta mas de
264 millones de personas en el mundo (OMS, 2020) y alrededor de 5 millones en México
(Secretaria de Salud, 2018). Este trastorno se caracteriza por una desregulacion

emocional y del estado de animo, pérdida de motivacion y déficits neurocognitivos (Otte
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et al., 2016). De la misma manera que en las enfermedades neurodegenerativas antes
mencionadas, se han observado marcadores de activacion inmune en el cerebro de
pacientes diagnosticados con depresion mayor, como activaciéon microglial y astrocitica,
ademas de mayor actividad de macrofagos perivasculares (Leonard, 2018).

La neuroinflamacién comprende una cascada de procesos inmunoldgicos, fisiologicos,
bioguimicos y conductuales, que estd mediada por la produccién de citocinas,
guimiocinas, compuestos lipidicos y especies reactivas de oxigeno (EROSs). La respuesta
neuroinflamatoria ocurre tras la activacion de las células residentes del tejido cerebral
con funcién inmune innata, es decir, de la microglia, también de los astrocitos y de las
células del sistema inmune periférico infiltradas en el SNC (Engelhardt, 2008; Olson &
Miller, 2004; Schiltz & Sawchenko, 2002; Yu & Lau, 2000). El primer paso de la cascada
inflamatoria es el reconocimiento del estimulo desencadenante, generalmente infeccion
o dafio al tejido. Regularmente, esto sucede cuando se reconocen patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), que son motivos moleculares
expresados por patdégenos especificos; o patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPSs), moléculas enddgenas que sefalizan presencia de dafio o necrosis y son
reconocidas por el sistema inmune. Estos patrones moleculares pueden unirse a
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs), tales como los receptores tipo Toll
(TLRs, por sus siglas en inglés), que se expresan en la microglia y los astrocitos (Bsibsi,
Ravid, Gveric, & Van Noort, 2002). Tras el reconocimiento de estos ligandos, se activan
vias de sefializacién que culminan en la activacion de NF-kB (del inglés Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Este factor de transcripcion se mantiene
en un estado de inactivacion al estar unido a una proteina inhibidora, 1kB (del inglés NF-
kB inhibitor kinase). Tras la transduccion de la sefial, NF-kB se activa y se transloca al
nacleo, donde induce la expresién de citocinas proinflamatorias, como IL-1B (interleucina
1-beta), IL-6 (interleucina 6) y TNF-a (factor de necrosis tumoral alpha) (Fig. 4) (Bianchi,
Giambanco, & Donato, 2010; Heyen, Ye, Finck, & Johnson, 2000; Matsusaka et al.,
1993). Estas proteinas son los mediadores principales de la respuesta proinflamatoria y
en conjunto con otras moléculas, como quimiocinas, reclutan células efectoras del
sistema inmune, que a su vez sostienen la respuesta proinflamatoria manteniendo la

liberacién de citocinas, ademas de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, asi
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Figura 4. Via de sefalizacion activada por LPS. A) La cascada neuroinflamatoria da inicio
tras el reconocimiento de la molécula de LPS por el complejo receptor TLR/MD-2; B) la
transduccién de la sefial da inicio tras el reclutamiento de diversas proteinas adaptadoras,
como TIRAP, MyD88, IRAK 4 e IRAK 1; C) posteriormente el complejo de cinasas IKK se
activa y fosforila a la proteina inhibidora IkB activando al factor de transcripcién NFkB; D) al
ser activado, NFkB se transloca al nucleo e induce la expresién de citocinas proinflamatorias.
LPS, lipopolisacarido; TLR4, Receptor tipo Toll 4; MD-2, Myeloid differentiation protein 2;
TIRAP, TIR domain containing adaptor protein; MyD88, Myeloid differentiation primary
response protein 88; IRAK 4/1, Interleukin-1 receptor associated kinase 4/1; IKK, 1kB kinase;
IkB, Inhibitor of NFkB; NFkB, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells;
IL-1B, interleucina 1-beta; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de necrosis tumoral alpha.
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como diversas proteinasas. Estas son moléculas destructivas tanto para el patdgeno
como para el organismo huésped (Lyman, Lloyd, Ji, Vizcaychipi, & Ma, 2014; Ramesh,
Maclean, & Philipp, 2013). La respuesta proinflamatoria también puede ser inducida por
medio de mecanismos asociados a otros receptores, como receptores tipo NOD y
receptores a citocinas proinflamatorias (Chen, Shaw, Kim, & Nufiez, 2009; Chen &
Goeddel, 2002). Finalmente, cierto tiempo después de iniciada la respuesta, inicia un
programa coordinado de resolucion de la inflamacion en el cual se liberan citocinas
antinflamatorias y mediadores pro-resolucion especializados (i.e. lipoxinas, maresinas,
protectinas y resolvinas). En conjunto estos compuestos inhiben el reclutamiento de mas
células del sistema inmune y la produccion de mediadores proinflamatorios, ademas de
inducir la apoptosis de las células efectoras y la fagocitosis de las mismas y otros
residuos celulares, permitiendo asi la cicatrizacion del tejido dafiado y el regreso a un
estado homeostético (Hong, Gronert, Devchand, Moussignac, & Serhan, 2003; Schwab
& Serhan, 2006; Xian et al., 2016; revisado en Serhan et al., 2007).

La microglia es una de las células principales que funcionan como efectoras y
mediadoras de la neuroinflamacién. Comunmente, este tipo celular se describe como los
macréfagos residentes del parénquima cerebral y se consideran parte del sistema
inmune innato del SNC (Prinz & Priller, 2014; Yang, Han, Kaur, Crane, & Parsa, 2010).
Se ha establecido que la microglia tiene un linaje distinto al de las otras células gliales
gue se encuentran el tejido cerebral, pues se ha demostrado que células tipo macrofago
se producen en el desarrollo embrionario a partir de células troncales hematopoyéticas
del saco vitelino, que después migran hacia el tejido neural en desarrollo diferenciandose
en células microgliales (Alliot, Godin, & Pessac, 1999; revisado en Ginhoux, Lim, Hoeffel,
Low, & Huber, 2013). Mientras que astrocitos y oligodendrocitos se originan dentro del
mismo tejido cerebral, a partir de células troncales neurales (revisado en Rowitch &
Kriegstein, 2010).

En condiciones fisioldgicas, las células microgliales se encuentran en un estado
“‘inactivo”, en el que presentan una morfologia altamente ramificada, somas circulares y
expresan de manera constitutiva proteinas como Ibal (del inglés lonized calcium-binding
adapter molecule 1), CD11b (del inglés Cluster of differentiation molecule 11b) y

TMEM119 (del inglés Transmembrane protein 119) asimismo, presentan una regulacién
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a la baja de proteinas de activacion como MHC Il (del inglés Major histocompatibility
complex-Il) y CD68 (del inglés Cluster of differentiation molecule 68). En este estado, la
microglia sensa constantemente su microambiente y migra a lo largo del tejido (Ginhoux
et al., 2010; Ito et al., 1998; Nimmerjahn, Kirchhoff, & Helmchen, 2005; Sierra et al.,
2010). Ya que las células microgliales expresan diferentes tipos de RRPs y receptores
de citocinas, estas tienen la capacidad de reconocer DAMPs, PAMPs y mediadores
proinflamatorios (Olson & Miller, 2004; Pinteaux, Parker, Rothwell, & Luheshi, 2002).
Cuando esto sucede y en funcién de la severidad del dafio o infeccidn, la microglia
presenta en varios estados consecutivos y reversibles de activacion, en los que el soma
comienza a elongarse y los procesos se retraen, hasta que, en algunos casos, la
microglia presenta una morfologia ameboide y sin elongaciones aparentes (Boche,
Perry, & Nicoll, 2013; Kreutzberg, 1996). La microglia puede presentar dos tipos de
activacion : M1 o activacién clasica, en la que se producen y liberan mediadores
proinflamatorios (citocinas proinflamatorias, prostaglandinas, EROs, etc.) y se considera
como un estado que promueve neurotoxicidad y; M2 o activacion alternativa, un estado
gue promueve la neuroproteccién, ya que se producen y liberan mediadores
antinflamatorios (citocinas antinflamatorias, factores de crecimiento, mediadores pro-

resolucion, etc.) (revisado en Orihuela, McPherson, & Harry, 2016; Tang & Le, 2016).

Neuroinflamacién inducida por la administracién sistémica de LPS

En las ultimas décadas el dogma de un SNC “inmuno-privilegiado” ha sido abandonado
debido a diversos trabajos que han demostrado un conjunto de interacciones complejas
entre los sistemas nervioso e inmune. La evidencia sugiere que el sistema inmune tiene
un papel central en la regulacion de la funcionalidad del cerebro, modulando procesos
de aprendizaje y memoria, plasticidad sinaptica y neurogénesis (Pribiag & Stellwagen,
2014; Trakhtenberg & Goldberg, 2011; Yirmiya & Goshen, 2011). En condiciones
fisiol6gicas, algunos mecanismos inmunes son activados por estimulos ambientales,
regulando positivamente la remodelacion de circuitos neurales, promoviendo la
consolidacion de ciertos tipos de memoria, LTP en el hipocampo y el nacimiento de

nuevas neuronas (Avital et al., 2003; Derecki et al., 2010; Ziv et al., 2006). En un contexto
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de activacion del sistema inmune, la produccién de mediadores proinflamatorios
interrumpe el balance necesario que permite que se lleven a cabo las acciones normales
de dicho sistema y produce efectos negativos sobre los procesos neurolégicos y
conductuales antes mencionados (Cunningham et al., 2009; Di Filippo et al., 2013; Riazi
et al., 2015).

Un modelo cominmente utilizado para la induccion de procesos neuroinflamatorios es
la administracion sistémica de lipopolisacarido (LPS), que son endotoxinas presentes en
la membrana exterior de bacterias Gram-negativas (Raetz & Whitfield, 2002). Una
molécula de LPS estd formada por un glucolipido denominado lipido A, un
heteropolisacarido denominado nucleo y el antigeno O (Schnaitman & Klena, 1993). El
LPS es considerado un potente activador del sistema inmune innato, ya que el lipido A
funciona como un PAMP y es reconocido, principalmente, por los receptores TLR4
(Fitzgerald, Rowe, & Golenbock, 2004; Poltorak et al., 1998), iniciando asi las cascadas
de sefalizacion antes mencionadas y culminando con la produccién de mediadores
proinflamatorios (Lu, Yeh, & Ohashi, 2008; Zuckerman, Evans, & Guthrie, 1991). Se ha
demostrado de manera consistente que la administracion sistémica de LPS genera un
estado inflamatorio en el parénquima cerebral (Cazareth, Guyon, Heurteaux, Chabry, &
Petit-Paitel, 2014; Hines, Choi, Hines, Phillips, & MacVicar, 2013; Pardon, 2015; Qin et
al.,, 2007; Skelly, Hennessy, Dansereau, & Cunningham, 2013) mediante diversos
mecanismos que dan inicio tras la activacion del sistema inmune periférico. Por ejemplo,
los nervios aferentes vago y trigémino, activados por citocinas producidas localmente,
pueden mediar la activacion inmune del sistema limbico e hipotalamico (Diogenes,
Ferraz, Akopian, Henry, & Hargreaves, 2011; Hosoi, Okuma, Matsuda, & Nomura, 2005;
Laye et al., 1995; Yilmaz et al., 2008). Asimismo, algunos mediadores proinflamatorios
pueden ingresar al tejido nervioso a través de la barrera hematoencefalica o generar su
disrupcion, provocando la infiltracion de células del sistema inmune, como leucocitos,
neutréfilos y macrofagos (Banks, 2005; Banks et al., 2015; Chen et al., 2003; Gurney,
Estrada, & Rosenberg, 2006; Rummel, Inoue, Poole, & Luheshi, 2010). Algunas
moléculas inflamatorias circulantes pueden ser transportadas por receptores solubles o
difundir directamente hacia el SNC a través de los érganos circunlventriculares (Harré et
al., 2002; Pan et al., 2011).
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En conjunto, la inflamacion sistémica y central promueven cambios conductuales
conocidos como sickness behavior o conducta asociada a malestar. Estos cambios
incluyen anhedonia, pérdida de motivacion por el consumo de alimentos y agua, lo que
causa pérdida de peso, interaccion social y conducta exploratoria disminuida, conducta
tipo depresion, entre otros. Estos signos conductuales generalmente son transitorios y
se resuelven en los dias posteriores al reto inmunologico (Hines et al., 2013; Yirmiya et
al., 2001).

Tras la administracion sistémica de LPS se ha observado activacion de células
microgliales y astrocitos en diferentes estructuras cerebrales, incluido el hipocampo
(Cazareth et al., 2014; Monje, Toda, & Palmer, 2003; Skelly et al., 2013). También se ha
observado un aumento en la produccion y liberacion de citocinas, quimiocinas, especies
reactivas de oxigeno y prostaglandinas (Skelly et al., 2013). Al administrar una Unica
inyeccién de LPS se ha descrito un pico de produccién de mediadores proinflamatorios
pocas horas después del reto. Interesantemente, a pesar de que la produccion de estas
moléculas comienza a decaer después de dicho pico, aun se pueden observar varios
dias después mayores niveles en comparacion con animales control (Cazareth et al.,
2014; Pérez-Dominguez, Avila-Mufioz, Dominguez-Rivas, & Zepeda, 2019; Qin et al.,
2007). Este estado inflamatorio inducido por LPS tiene efectos negativos sobre la
plasticidad sinaptica en el hipocampo, ademas de afectar el desempefio en tareas de
aprendizaje y memoria asociadas a esta estructura (Cunningham et al., 2009;
Cunningham & Sanderson, 2008; Maggio, Shavit-Stein, Dori, Blatt, & Chapman, 2013).

Neuroinflamacién y neurogénesis

Tomando en cuenta que la administracion de LPS genera un estado neuroinflamatorio a
largo plazo y que se ha demostrado que tiene efectos negativos sobre la funcion del
cerebro, diversos estudios han utilizado este modelo con el objetivo de evaluar cémo se
modula el nacimiento de nuevas neuronas en el hipocampo de animales adultos. El
primer trabajo con esta finalidad mostré que una unica administracion intraperitoneal de
LPS a ratas hembra ocasion6 una reduccion significativa en el numero de células

BrdU*/DCX* incluso 7 d después de su administracién y que este efecto podia revertirse
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tras la administracion de indometacina, un farmaco antineuroinflamatorio (Monje et al.,
2003). Ademds, se ha demostrado consistentemente que la administracion aguda de
LPS genera una regulacion a la baja de la neurogénesis, a nivel de proliferacion y
sobrevivencia de las nuevas células generadas. En ratas tratadas con LPS se ha
reportado una disminucion en las células que expresan pHH3 (Histona 3 fosforilada en
la serina 10), un marcador enddgeno de proliferacion celular, a las 5 h después de una
sola administracion de LPS, indicando que las CPNs responden rapidamente a la
neuroinflamacion, asi como una reduccion en las células BrdU* hacia las 24 h posteriores
a dicha administracion (Fujioka & Akema, 2010). En otro trabajo, tras un tratamiento de
una inyeccioén diaria de LPS durante 5 d consecutivos y evaluando 3 h después de la
Gltima administracion, se observo un decremento en el numero de células BrdU*/DCX*y
un aumento en los niveles del inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas p21 (Zonis
et al., 2013). Esta proteina esta implicada en el aumento en el arresto del ciclo celular,
mediante la inhibicion de diferentes complejos ciclina/CDK y PCNA (Karimian, Ahmadi,
& Yousefi, 2016); asi como en la disminucién de procesos de muerte apoptotica,
mediante la modulacion de las vias de sefalizacion de CDKs, de p53 y de caspasa 3
(Janicke, Sohn, Essmann, & Schulze-Osthoff, 2007; Karimian et al., 2016). Se ha
reportado que en diferentes modelos de administracion a largo plazo (3-6 semanas) de
LPS, la sobrevivencia de las nuevas neuronas se ve reducida y se mantiene afectada la
proliferacion de las células DCX* (Bastos, Moriya, Inui, Katura, & Nakahata, 2008;
Ormerod et al., 2013; Valero, Mastrella, Neiva, Sanchez, & Malva, 2014). Cuando la
administracion de LPS es intracerebroventricular (i.c.v.) y cronica se observa una
disminucion en el numero de células BrdU*/NeuN*, indicando una afectacién de la
sobrevivencia de las nuevas neuronas generadas (Ekdahl, Claasen, Bonde, Kokaia, &
Lindvall, 2003).

Los mecanismos celulares o moleculares mediante los cuales el LPS lleva a cabo sus
efectos sobre la neurogénesis hipocampal no han sido del todo descritos. Se ha
demostrado que algunas citocinas proinflamatorias especificas tienen un papel
importante en la regulacion del efecto sobre las diferentes etapas del proceso
neurogeénico (Revisado en Kohman & Rhodes, 2013; Pérez-Dominguez, Tovar-y-Romo,

& Zepeda, 2018). En ratones transgénicos que sobreexpresan la citocina IL-6 se observa
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un decremento en la proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de las CPNs
hipocampales (Valliéres, Campbell, Gage, & Sawchenko, 2002). Datos de un modelo in
vitro en el que se expone a células tipo 1 hipocampales de rata adulta a IL-6 muestran
una disminucion en la produccidon de neuronas (Monje et al., 2003). Efectos
antineurogénicos similares han sido reportados para TNF-a, en un modelo de
administracion sistémica con el que se demostr6 que esta citocina tiene un efecto
negativo sobre la proliferacion en el GD (Seguin, Brennan, Mangano, & Hayley, 2009).
Asimismo, el tratamiento con TNF-a promueve una reduccion de células DCX* y una
afectacion en la diferenciacion neuronal y en el desarrollo de neuritas en modelos in vitro
(Chen & Palmer, 2013; Keohane, Ryan, Maloney, Sullivan, & Nolan, 2010). Por otra
parte, la administracion i.c.v. de IL-1 produce una reduccion en el niumero de células
proliferantes en el GD adulto (Koo & Duman, 2008). En el hipocampo de ratones que
sobreexpresan IL-13 de manera cronica se observa una reduccion en la proliferacion
celular y un aumento en la diferenciacion astrocitica (M. D. Wu, Montgomery, Rivera-
Escalera, Olschowka, & O’Banion, 2013) (Fig. 5).

La mayoria de los trabajos mencionados que han utilizado la administracion sistémica
de LPS, han evaluado el efecto sobre la neurogénesis a corto plazo (2-24 h) o
administrado las inyecciones de BrdU en intervalos muy cercanos a la inyeccion de LPS.
Por lo tanto, los resultados obtenidos coinciden en el tiempo con la respuesta inflamatoria
temprana, cuando el pico de expresion de mediadores proinflamatorios ocurre. En un
estudio llevado a cabo por nuestro grupo de trabajo también se demostr6 que, después
de una sola inyeccion de LPS y 4 d después administrar una inyecciéon de BrdU por 3 d
consecutivos, existe activacion microglial y astrocitica, asi como niveles elevados de IL-
6, indicando que la respuesta proinflamatoria se mantiene 7 d después de la
administracion de LPS. Ademaés, se observa una reduccion en el nimero de células
BrdU*/DCX*, demostrando que el efecto antineurogénico continta en el tiempo incluso
mas alla del pico proinflamatorio (Pérez-Dominguez et al., 2019). En otro estudio de
nuestro grupo se demostré6 mediante citometria de flujo que después de 7 d de
administrar LPS por via intraperitoneal hay una acumulacion de células progenitoras
Tbr2* totales y una disminucion en el porcentaje de células Thr2* en las fases S, G2y M

del ciclo celular, indicando una modificacion en la temporalidad del ciclo celular o un
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posible arresto del mismo en los progenitores tipo 2 (Melo-Salas, Pérez-Dominguez, &
Zepeda, 2018).

Aun cuando se ha reportado una disminucion en el nimero de células DCX* tras la
administracion sistémica de LPS, hasta el momento no se ha analizado la contribucion
de la modulacion de la proliferacion de cada una de las subpoblaciones de progenitores

neurales a dicho efecto (Fig. 5).
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Figura 5. Modulacién de la neurogénesis hipocampal adulta en un contexto
proinflamatorio. Moléculas asociadas a patdgenos como LPS promueven la activacion de las
células microgliales y otras células del sistema inmune. En este contexto se producen y liberan
en el nicho neurogénico mediadores proinflamatorios, como citocinas, especies reactivas de
oxigeno (EROs) y otros. Este estado neuroinflamatorio tiene un efecto negativo sobre las
diferentes etapas del proceso neurogénico. No se ha descrito cémo se ve afectada la
proliferacion de cada una de las subpoblaciones de progenitores neurales. LPS,
lipopolisacarido; IL-18, interleucina 1-beta; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de necrosis
tumoral alpha; CTN, célula troncal neural; CPAT, célula progenitora de amplificacion
transitoria; NB, neuroblasto.

34



JUSTIFICACION

La inflamacion sistémica genera una respuesta neuroinflamatoria, la cual se ha vinculado
al desarrollo de distintas patologias neurodegenerativas, asi como a cambios en
procesos plasticos en el cerebro y a una disminucion en la produccién de nuevas
neuronas en el hipocampo adulto. Se ha demostrado que esto tiene como consecuencia
la alteracion en el desempefio en tareas especificas de aprendizaje y memoria. Se ha
reportado que la neuroinflamacion inducida por la administracién sistémica de
lipopolisacarido (LPS) genera cambios en la actividad proliferativa de progenitores
neurales. Sin embargo, hasta el momento se desconoce en qué medida se afecta la
actividad proliferativa de las diferentes poblaciones de células progenitoras que dan lugar

a las nuevas neuronas granulares, es decir, células progenitoras tipo 2a, 2by 3.

HIPOTESIS

La neuroinflamacién hipocampal inducida por la administracion sistémica de LPS en
ratones adultos, inducira una disminucion en la proliferacion de poblaciones especificas

de células progenitoras neurales.

OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la neuroinflamacién sostenida inducida por LPS sistémico sobre las
poblaciones de células progenitoras tipo 2a (BrdU*/Tbr2*/DCX) vy 2b
(BrdU*/Tbr2*/DCX*), asi como células tipo 3 y neuronas inmaduras (BrdU*/Tbr2/DCX™)
para conocer su contribucion a la disminucién del nUmero de nuevas neuronas en el giro

dentado del ratén adulto.
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Particulares

1. Validar la reproducibilidad del modelo de inflamacién utilizado mediante la
evaluacion de la respuesta sistémica analizando parametros como la prueba de

campo abierto y la cuantificacion del peso corporal.

2. Complementar la caracterizacion del perfil neuroinflamatorio inducido por la
administracion sistémica de LPS mediante inmunofluorescencia y analisis de
contenido proteico del marcador microglial Ibal y del precursor de IL-13 (pro-IL-

1B) en el hipocampo.

3. Evaluar el efecto de la neuroinflamacion sostenida inducida por la administracion
sistémica de LPS en la proliferacién de las poblaciones especificas de células
progenitoras neurales hipocampales utilizando la estimacion semiestereoldgica
del nimero de células BrdU* que colocalizan con Thr2 (células tipo 2a), Thr2 y
DCX (células tipo 2b) o DCX (células tipo 3 o neuronas inmaduras) mediante

inmunofluorescencia y microscopia confocal.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad, que se alojaron en caja
estandar para raton en grupos de 2-6 en una sala con ciclo invertido con fases
luz/obscuridad de 12 horas (h) (luces encendidas a las 19:00 h), con acceso a comida y
agua ad libitum. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos
experimentales en funcién del tratamiento administrado (solucién salina o LPS). El
manejo de los animales se hizo de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 y del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM.

Tratamiento

Con el objetivo de inducir neuroinflamacién mediante la administracion sistémica de LPS,
el grupo experimental de ratones (n=7) recibié una inyeccién intraperitoneal (i.i.p.) de
LPS de Escherichia coli (1 mg/kg; #L3129; serotipo 0127:B8, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) disuelto en solucion salina estéril (0.9% NacCl) y; el grupo control (n=7) recibio
una i.i.p. de solucion salina estéril (1 ml/kg; 0.9% NacCl). Se decidi6 utilizar dicha dosis
de LPS, ya que se ha demostrado de manera consistente que induce un perfil
proinflamatorio en roedores y modula negativamente el proceso neurogénico (Monje et
al., 2003; Pérez-Dominguez et al., 2019). La administracién se llevo a cabo en la fase
obscura del ciclo de luz/obscuridad para todos los sujetos. Los animales se sacrificaron
después de 7 d tras la administracion de solucion salina o LPS y se extrajo el cerebro

para los analisis posteriores (Fig. 6).
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*Peso corporal
*Sacrificio y obtencion de cerebro

«Habituacion *Campo abierto *WB: Iba1, IL-1
I *Peso corporal *IF: Iba1, BrdU, Tbr2, DCX, DAPI
Dia-3—-2—-1-0—17%4—5-6—7
«Peso corporal I
*Inyeccion sal o LPS sInyeccion BrdU

«Campo abierto

Figura 6. Disefio experimental. Los 3 d anteriores al inicio del tratamiento se llevé a cabo un
proceso de habituacion al investigador. El dia O se registré el peso corporal y se administré
una inyeccion intraperitoneal de solucién salina (1ml/kg) o LPS (1 mg/kg). 2 y 24 h después
de la inyeccion se aplico la prueba de campo abierto. Los dias 4, 5 y 6 se administr6 una
inyeccion intraperitoneal de BrdU (50 mg/kg). En el dia 7 los animales fueron sacrificados y se
llevaron a cabo los analisis. Sal, solucién salina; LPS, lipopolisacarido; WB. western blot; Ibal,
lonized calcium-binding adaptor molecule 1; pro-IL-18, precursor de Interleucina 1-beta; BrdU,
5-bromo-2’-desoxiuridina; Thr2, T-box brain protein 2; DCX, Doblecortina; DAPI, 4’,6-
diamidino-2-fenilindol.

Evaluacion de parametros de conducta asociada a malestar

Peso corporal

Uno de los parametros evaluados con el objetivo de validar algunos signos asociados a
la inflamacion inducida por la administracion sistémica de LPS es el peso corporal. Los
registros se llevaron a cabo antes de la administracion de LPS (n=7) o solucién salina
(n=7) (d 0), asicomo 24 h(d1)y7d(d7) post-inyeccion.

Conducta exploratoria

Con el fin de evaluar el estado general de los animales se analizo la actividad exploratoria
espontanea utilizando para ello la tarea de campo abierto. Se coloc6 a cada raton, de
manera individual, en una esquina de una arena de campo abierto (hecha de acrilico,
paredes y base blancas, 40 x 40 x 25 cm) dividida en 16 recuadros (10 x 10 cm) y se les

permitio explorarla liboremente durante 5 minutos (min). La actividad motora de cada
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animal se videograbd y se registro el niamero de cruces (al menos la mitad del cuerpo)
durante ese periodo. La arena se iluminé por un lado con luz roja y antes de cada ensayo
se utilizé solucién limpiadora (ver Apéndice A). Esta evaluacion se llevo a cabo alas 2y
24 h tras la administracion de solucién salina (n=3) o LPS.(n=3). Los ratones de todos
los grupos se pre-expusieron a la arena de campo abierto durante 5 min 1 d antes de la
evaluacion. Esto con el fin de evitar que la conducta innata exploratoria de los ratones
enmascarara el efecto del LPS. Con el objetivo de promover habituacion al
experimentador, todos los ratones se colocaron en el brazo del investigador y se les
permitié explorar libremente durante 5 min por 3 d consecutivos antes de la evaluacion
conductual. Todos los procedimientos se llevaron a cabo durante la fase obscura del ciclo

luz/obscuridad.

Administracién de BrdU

Con el objetivo de marcar e identificar nuevas células en la ZSG, se administré durante
3 d consecutivos previos al sacrificio una i.i.p. diaria de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU;
50 mg/kg, #19-160, Sigma-Aldrich) disuelto en solucién salina estéril (0.9% NaCl)
precalentada a 60°C. Este protocolo de administracion se utilizé para poder evaluar la
proliferacion de las células progenitoras en un contexto de neuroinflamacién inducida por

la administracién sistémica de LPS.

Andlisis de contenido proteico mediante western blot

Después de 7 d de la inyeccion de LPS (n=4) o solucion salina (n=4), se administr6 a los
ratones una sobredosis de pentobarbital sédico (210 mg/kg, Pisabental, PiSA
Agropecuaria, Guadalajara, Jal., MEX). Se llevo a cabo la extraccion del cerebro y se
lavd con PBS frio (Phosphate-buffered saline, por sus siglas en inglés; ver Apéndice A).
En seguida se disectd el hipocampo y se homogeniz6 en 600 pl de buffer de lisis (ver
Apéndice A). Las muestras se sonicaron con 1 pulso de 40 A durante 10 segundos, se
incubaron (30 min en hielo, con resuspension cada 10 min) y se centrifugaron (13,000
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rom, 10 min a 4°C). Finalmente, los sobrenadantes proteicos se transfirieron a tubos
nuevos y se mantuvieron a -20°C hasta su posterior procesamiento.

Con el fin de evaluar los niveles proteicos en hipocampo de la proteina lbal
expresada por microglia y de pro-IL-1B, se llevo a cabo la técnica de western blot con
muestras de animales sacrificados 7 d después de la administracion de solucién salina
o LPS. Se cuantificaron las muestras mediante el método de Lowry modificado con el kit
DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Posteriormente, se
mezclaron 60 pg de muestra con buffer de carga Laemmli 2x (ver Apéndice A) y se
cargaron en geles SDS-PAGE al 12% de poliacrilamida-tris-glicina (ver Apéndice A) para
la separacion de las proteinas por medio de electroforesis. Dichas proteinas se
transfirieron a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) y se bloquearon durante
1 noche a 4°C con TBS (ver Apéndice A) con Tween 20 al 0.1% (TBS-T 0.1%) y leche
en polvo libre de grasa al 5%. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
anti-pro-IL-18 (1:2500, mouse, #AHC0612, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), anti-lbal (1:250, rabbit, #016-20001, Wako Chemicals, Richmond, VA, USA) y
anti-B-actina (1:8000, mouse, #A5316, Sigma-Aldrich) en solucién de bloqueo (TBS-T
0.1% - leche 5%) durante 3 noches a 4°C. Posteriormente se hicieron tres lavados de 10
min con TBS-T 0.1% y se incubd con el anticuerpo secundario HRP (horseradish
peroxidase conjugated) correspondiente: anti-mouse (1:1500, rabbit, #616520,
Invitrogen, Waltham, MA, USA, para revelar la sefial de pro-IL-1[3), anti-mouse (1:3000,
rabbit, #616520, Invitrogen, para revelar la sefal de 3-actina) o anti-rabbit (1:3000, goat,
#ab205718, Abcam) durante 1 noche a 4°C. Después, la sefial se detecté empleando el
sustrato Immobilon quimioluminiscente de HRP para transferencias “Western”
(#WBKLS0500, Millipore, Burlington, MA, USA) y utilizando peliculas de luz BioMax
(Carestream, Rochester, NY, USA). El andlisis cuantitativo se llevd a cabo mediante el
software FIJI (Version v1.52k; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Analisis por inmunofluorescencia

7 d después de la inyeccion de LPS o solucion salina, se administré a los ratones una

sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico (210 mg/kg) y se llevd a cabo una
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perfusion transcardiaca con solucion salina (0.9% NaCl) y paraformaldehido al 4% (PFA
4%) disuelto en PB 0.1 M (Sodium phosphate buffer; ver Apéndice A) frios. En seguida
se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en PFA 4% durante al menos 48 h.
Posteriormente, los cerebros se deshidrataron en gradientes de sacarosa (15 y 30% en
PB por 48 h cada uno) y finalmente se obtuvieron secciones coronales de 40 um con un
criostato Microm™ HM550 (Thermo Fisher Scientific). Las secciones se mantuvieron en
una solucion de criopreservacion (ver Apéndice A) a 4°C para su posterior
procesamiento.

Con el objetivo de evaluar el niamero y distribucion de células progenitoras que
proliferaron en el GD en ambos grupos de animales (n=3 para cada grupo) y evaluar los
cambios morfolégicos a nivel cualitativo de las células microgliales (n=3 para cada
grupo), se proceso el tejido para llevar a cabo un analisis tipo estereoldgico. Se utilizaron
seis secciones coronales de cerebro seriadas (una de cada seis) con 240 yum de
separacion entre cada unay el protocolo de inmunofluorescencia se llevé a cabo con el
tejido en flotacion. Inicialmente se hicieron tres lavados con PBS con Triton-X al 0.1%
(PBS-Tx 0.1%) y se permeabilizé durante 30 min con PBS-Tx 0.3%. Después, para la
recuperacion antigénica de las moléculas de interés, las secciones se transfirieron a
buffer de citratos (ver Apéndice A) en ebullicion durante 10 min y después durante 45
min a temperatura ambiente. Posteriormente, para la deteccion de BrdU se desnaturalizd
el DNA con &cido clorhidrico (HCI) 1IN a 37°C por 30 min, se neutralizé el pH con un
lavado de 10 min con solucién de borato de sodio 0.1 M pH 8.5 (ver Apéndice A) y se
hicieron tres lavados con PBS. Después se hizo el bloqueo de reconocimiento
inespecifico incubando el tejido en una solucion de PBS-Tx 0.3% y 10% suero normal de
caballo (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a temperatura ambiente durante 2
h. Los anticuerpos primarios se incubaron durante tres noches en solucién de bloqueo a
4°C: anti-lbal (1:250, rabbit, #019-19741, Wako Chemicals) para el analisis morfologico
de microglia, anti-BrdU (1:500, mouse, #11 170 376 001, Roche, Basel, CHE) para la
estimacion de proliferacion, anti-Tbr2 (1:200, rabbit, #ab23345, Abcam) y anti-DCX
(1:250, goat, #sc-8066, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) para la estimacion
de células progenitoras. Después de cinco lavados con PBS-Tx 0.3% se incubaron los

anticuerpos secundarios correspondientes en solucién de blogueo durante 1 noche a 4°C
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y en obscuridad: Alexa Fluor 488 anti-goat (1:250, donkey, #.A11055, Invitrogen), Alexa
Fluor 555 anti-mouse (1:500, donkey, #A31570, Invitrogen), Alexa Fluor 647 anti-rabbit
(1:500, donkey, #A31573, Invitrogen, para revelar la sefial de lIbal) y Alexa Fluor 647
anti-rabbit (1:300, donkey, #A31573, Invitrogen, para revelar la sefial de Tbr2). Los
nucleos celulares se tifieron mediante la incubacion del tejido por 10 min en una solucion
de PBS con DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol, 1:500, #10 236 276 001, Roche). Finalmente
se hicieron cinco lavados con PBS, se procedidé a montar las secciones en laminillas
pretratadas con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) y se aplic6 medio de montaje para
fluorescencia (#S3023, Dako).

Microscopia confocal y conteos celulares

Para la deteccibon y conteo de células BrdU*, Tbr2*, BrdU*/Tbr2*/DCX,
BrdU*/Tbr2*/DCX* y BrdU*/Thr2/DCX"*, asi como células microgliales Ibal*, se utilizo el
microscopio confocal Nikon A1IR+STORM (Nikon Corporation, Tokio, JPN). Se empleo
un objetivo 40x de inmersidn en aceite y la captura de imagenes digitales se llevo a cabo
con el programa NIS Elements — Microscope Imaging Software (Nikon Corporation). La
adquisicion de las imagenes de células microgliales se realizd con un espejo resonante

obteniendo reconstrucciones 6pticas en el plano “z” con un grosor de 25.2 ym, con un
total de 63 cortes Opticos con 0.4 um de separacién entre cada uno. El analisis
morfolégico cualitativo se llevé a cabo tras obtener una proyeccion de suma con el
software FIJI. La adquisicion de las imadgenes de CPNs se realiz6 con un espejo

galvanométrico obteniendo reconstrucciones 6pticas en el plano “z” con un grosor de 21
pum, con un total de 15 cortes Opticos con 1.4 um de separacion entre cada uno. Las
estimaciones tipo estereoldgicas se llevaron a cabo en una de cada seis secciones
coronales a lo largo del eje anteroposterior del hipocampo dorsal; el analisis se llevo a
cabo en cinco regiones de interés por cada GD: un campo en la cresta, dos en la lamina
suprapiramidal y dos en la lamina infrapiramidal. Los campos se eligieron utilizando como
criterio la deteccion del mayor numero de células BrdU* en todos los casos, con el fin de
cuantificar la mayor cantidad posible de células progenitoras que proliferaron tras la

administracion de BrdU. Mediante una proyeccion ortogonal en el software FlJI, se
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considerd a una célula como tal si aparecia en al menos dos cortes Opticos adyacentes.
Las estimaciones celulares se obtuvieron tras multiplicar el nimero total de células

cuantificadas por seis.

Andlisis estadisticos

Todos los analisis se hicieron con el paquete estadistico Statistica (Version 12.5) y todas
las graficas con el lenguaje de programacion R (Version 3.5.1) con el software RStudio
(Version 1.1.456). Todos los valores se expresan como media + error estandar de la
media (EEM). Se corrobor6 que todos los datos se distribuyeran normalmente vy
presentaran homogeneidad de varianzas. Posteriormente se llevd a cabo la prueba
paramétrica ANOVA mixto para los datos de peso corporal y campo abierto y, la prueba
t de Student para pruebas independientes para el resto de los conjuntos de datos. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05.
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RESULTADOS

Disminucion transitoria en el peso corporal y conducta exploratoria tras la

administracion de LPS

Con el objetivo de evaluar parametros sistémicos asociados a la inflamacion inducida por
LPS, se registraron el peso corporal y la actividad espontanea en la prueba de campo
abierto después del tratamiento. En el analisis de peso, un ANOVA mixto revel6 un efecto
significativo del dia de la evaluacion (F.42)= 60.35, p < 0.0001), asi como una interaccion
significativa entre el dia y tratamiento (Fp42) = 40.45, p < 0.0001). 1 d después la
administracion de LPS se observdé una disminucion significativa en el peso de los
animales en comparacion con la evaluacién previa a la inyeccion (LPS D0 25.333 £ 0.629
g vs LPS D1 22.783 + 0.561 g; p < 0.0001, prueba post-hoc de Bonferroni) y se observo
una recuperacion en el peso corporal 7 d tras el tratamiento (LPS D0 25.333 + 0.629 g
vs LPS D7 24.992 + 0.537 g; p = 1.0, prueba post-hoc de Bonferroni) (Fig. 7.A). Estos
datos sugieren que la administracion de LPS genera una respuesta a nivel sistémico que
se ve reflejada en la pérdida transitoria de peso corporal.

Respecto a la conducta exploratoria, las evaluaciones en la prueba de campo abierto
se hicieron 2 h post-inyeccion y 24 h post-inyeccion. Un ANOVA mixto revel6 un efecto
significativo del tratamiento (F@.4)= 28.20, p = 0.006), asi como del tiempo de evaluacion
(Fes)=96.49, p < 0.0001), también se observod una interaccion significativa entre los dos
factores (F@s = 21.17, p = 0.0006). En el grupo tratado con LPS, 2 h después del
tratamiento se registr6 un menor numero de cruces en comparacion con el nimero de
cruces alas 24 h (LPS 2h 40.4 £6.675 cruces vs LPS 24h 84.0 £ 4.509 cruces; p = 0.024,
prueba post-hoc de Bonferroni) y con los cruces del grupo control (Sal 2h 90.25 + 9.551
cruces vs LPS 2h 40.4 + 6.675 cruces; p = 0.005, prueba post-hoc de Bonferroni) (Fig.
7.B). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos control y experimental
a las 24 h (Sal 24h 87.25 + 10.299 cruces vs LPS 24h 84.0 + 4.509 cruces; p = 1.0,
prueba post-hoc de Bonferroni). En conjunto, los resultados de peso corporal y conducta
locomotora indican que una unica i.i.p. de LPS induce una disminucion transitoria en

pardmetros sistémicos relacionados a conducta asociada a malestar.
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Figura 7. La administracién de LPS promueve una disminuciéon transitoria en
pardmetros de conducta asociada a malestar. A) Evaluacion de peso corporal alos 0, 1y
7 d tras la administracion de solucion salina o LPS. (n=11-12, ANOVA mixto, prueba post-hoc
de Bonferroni. ** p<0.01, Sal 2h vs LPS 2h; # p<0.05, LPS 2h vs LPS 24h). B) Cuantificacion
de cruces totales en la prueba de campo abierto alas 2 y 24 h tras la administracién de solucién
salina o LPS. (n = 3 para ambos grupos, ANOVA mixto, prueba post-hoc de Bonferroni. ***p <
0.001). Las graficas representan la media £+ EEM. Sal: solucién salina; LPS: lipopolisacarido;
ANOVA: analisis de varianza.

Perfil proinflamatorio tras la administracion de LPS

Respuesta microglial

Para evaluar la respuesta de la microglia 7 d después de la administracion sistémica de
LPS se llevé a cabo el analisis morfoldgico cualitativo de la activacion microglial en el GD
y un analisis del contenido proteico de Ibal en hipocampo total. En animales tratados
con solucién salina se observé que la microglia presenta somas pequefios y procesos
delgados y altamente ramificados, esta morfologia se ha asociado a un estado de
inactivacion. En contraste, en el grupo tratado con LPS se observé a la microglia con
somas alargados y procesos mas gruesos, asi como menor nimero de ramificaciones,
caracteristicas propias de un estado de activacion de las células microgliales. (Fig. 8.A).
Al comparar a los dos grupos en el contenido proteico de Ibal no se observaron
diferencias significativas (p = 0.87, t de Student) (Fig. 8.B). Estos datos indican que la
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Figura 8. La administracion de LPS promueve activacién microglial y un aumento de
pro-IL-1B. A) Imagenes de microscopia confocal que muestran la inmunofluorescencia de
Ibal. Magnificaciones digitales de las células sefialadas con las cabezas de flecha. B)
Inmunoblot representativo y gréafica del analisis de contenido proteico de Ibal. Los niveles de
la proteina fueron normalizados con B-actina. C) Inmunoblot representativo y grafica del
andlisis de contenido proteico de pro-IL-1B. Los niveles de la proteina fueron normalizados
con B-actina. Las gréficas representan la media + EEM. n=4, prueba t de Student, prueba post-
hoc de Bonferroni.*p < 0.05. Sal: solucién salina; LPS: lipopolisacarido; CM: capa molecular;
CG: capa granular; H: hilus.

activacién microglial se mantiene 7 d después de la administracion de LPS y que en esta
ventana temporal no parece haber una mayor sintesis de la proteina Ibal o un mayor

numero de estas células en el hipocampo.
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Niveles de pro-IL-1B

Los niveles proteicos del pro-IL-13, el precursor de uno de los mediadores clasicos de la
respuesta proinflamatoria, se analizaron mediante western blot. La prueba de t de
Student revel6 un aumento significativo de los niveles de pro-IL-1B (t = -2.95, p = 0.026,
t de Student) en el grupo tratado con LPS (Sal 0.629 + 0.288 A.U. vs LPS 2.261 + 0.474
A.U.) (Fig. 8.C). Este resultado indica que una unica i.i.p. de LPS mantiene elevada la

sintesis del precursor de la citocina proinflamatoria IL-1 aun 7 d después.

Modulacion diferencial de la proliferacion de las nuevas células progenitoras
neurales hipocampales tras la administracion de LPS

Con el objetivo de evaluar la tasa de nacimiento de las CPNs hipocampales tras la
administracion de LPS, analizamos tres marcadores: BrdU, un marcador exdégeno de
proliferacion de una cohorte especifica de células; Tbr2, un factor de transcripcion
expresado por las CPATSs (tipo 2a y 2b) y; DCX, una proteina asociada a microttbulos
expresada por células tipo 2b, tipo 3 y neuronas inmaduras.

En condiciones control se observd un mayor nimero y proporcion de células tipo 2b
(BrdU*/Tbr2*/DCX") en comparacion con el resto de las subpoblaciones analizadas, o
cual podria indicar que estas son las células que contribuyen en mayor medida a la
expansion de la poza de células (Fig. 9.D-E). Asimismo, después de 7 d tras la
administracion sistémica de LPS se observé una disminucion del 15% del nimero total
de células BrdU* (t = 5.39, p = 0.006, t de Student) en comparacion con el grupo control
(Fig. 9.A-B). Por otra parte, no se encontré una diferencia significativa entre los grupos
en el nimero total de células Thr2* (p = 0.262, t de Student). Al analizar el fenotipo
especifico de estas células, se encontrd que los animales tratados con LPS mostraban
una disminucion significativa del 25% en el nimero de las células progenitoras tipo 2b
(BrdU*/Tbr2*/DCX*; t = 2.8, p = 0.049, t de Student). En las otras poblaciones celulares,
es decir, las células BrdU* que no se lograron asociar a ningun fenotipo especifico
(BrdU*/Tbr2-/DCX), las células progenitoras tipo 2a (BrdU*/Tbr2*/DCX"), progenitores
tipo 3 y neuronas inmaduras (BrdU*/Tbr2/DCX*) (Fig. 9.C-D), no se encontré ningun
efecto significativo (p =0.073, p=0.967 y p = 0.477, respectivamente, t de Student). Con
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el objetivo de evaluar a las subpoblaciones celulares de interés con respecto al total de
células BrdU* y de analizar el nimero de células de una poblacion comparandola con la
poblacién anterior, se llevaron a cabo un andlisis de proporciones y un indice de
progresion de linaje, respectivamente. Estas evaluaciones no revelaron ningin cambio

significativo (p > 0.05 para todas las comparaciones, t de Student) (Fig. 9.E-F).
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Figura 9. La administracion de LPS promueve una disminucién en el nimero de
progenitores 2b 7 dias después de lainyeccidn. A) Imagenes de microscopia confocal que
muestran la inmunofluorescencia de BrdU (rojo) y DAPI (azul) en la ldmina suprapiramidal del
GD. B) Estimacion semiestereologica del numero de células BrdU+. C) Imégenes de
microscopia confocal que muestran la inmunofluorescencia de BrdU (rojo), Thr2 (azul) y DCX
(verde) en la lamina suprapiramidal del giro dentado. Las cabezas de flecha blancas indican
una célula progenitora 2b (BrdU/Tbr2/DCX). D) Estimacion semiestereoldgica del numero de
células de las diferentes subpoblaciones evaluadas. E) Andlisis de proporciones de cada una
de las subpoblaciones evaluadas con relacion al total de células BrdU+. F) Andlisis de
progresion de linaje, que muestra la razéon del niumero de células de una subpoblacion
especifica con relacion a la subpoblacién anterior en el proceso neurogénico. Las graficas
representan la media + EEM. n=3, prueba t de Student, prueba post-hoc de Bonferroni. *p <
0.05, **p < 0.01. Sal: solucién salina; LPS: lipopolisacérido; CM: capa molecular; CG: capa
granular; H: hilus.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

La neurogénesis hipocampal adulta es un proceso plastico que inicia con la proliferacién
de CPNs y culmina con la generacion de nuevas neuronas granulares funcionales. La
neurogénesis se ha asociado a la funcionalidad del GD y del hipocampo (Aimone et al.,
2014; Kempermann et al., 2015). Este es un proceso dinamico que depende de la
regulacion de factores celulares y moleculares del nicho neurogénico. Se he demostrado
gue la neuroinflamacion regula a la baja distintas fases del 5tproceso neurogénico
(Kohman & Rhodes, 2013).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que 7 d después de una Unica
administracion sistémica de LPS se mantiene una respuesta proinflamatoria en el tejido
hipocampal y se observa una reduccidn en la neurogénesis hipocampal, especificamente
una reduccion de las células progenitoras tipo 2b (Fig. 10).

Como se menciond anteriormente, la mayoria de las evaluaciones del efecto de la
neuroinflamacion inducida por LPS se han hecho a tiempos cortos después de la
inyeccion (Bastos et al., 2008; Fujioka & Akema, 2010; Ormerod et al., 2013; Zonis et al.,
2013), correlacionando con el pico de producciébn de mediadores proinflamatorios.
Nuestro grupo de trabajo reporté previamente que la respuesta neuroinflamatoria
continla 7 d después del reto y que esta caracterizada por la activacion de la microglia
y los astrocitos, asi como por niveles elevados de las citocinas proinflamatorias IL-6
(Pérez-Dominguez et al., 2019) y TNF-a (datos no publicados). El perfil proinflamatorio
observado en el trabajo reportado coincidié en el tiempo con una disminucion en el
numero de células BrdU*/DCX*, que podia deberse a un efecto negativo del LPS sobre
la proliferacion y sobrevivencia de esta poblacién celular.

Se ha descrito que una Unica administracion sistémica de LPS produce signos
sistémicos asociados a la respuesta inflamatoria (i.e. conducta asociada a malestar)
(Yirmiya et al.,, 2001). En este trabajo mostramos una reduccién en la conducta
exploratoria espontaneay en el peso corporal asociados a la administracion de LPS. Con
lo que corroboramos que dos de los signos asociados a la respuesta sistémica se
presentan después del tratamiento. Como se ha reportado anteriormente, estas

respuestas se resuelven dentro de un periodo de 24 h tras el reto con LPS, para la
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Figura 10. Esquema del efecto sobre los progenitores neurales 7 dias después de la
administracion de LPS. Con este modelo de induccién de neuroinflamacion (1 i.i.p. de LPS
1 mg/kg) se induce un perfil proinflamatorio, caracterizado por activacion microglial y un
aumento en los niveles de pro-IL-1B e IL-6 (Pérez-Dominguez, et al. 2019), que se mantiene
7 d después de la inyeccion. Este contexto inflamatorio promueve una disminucién en el
namero de las células progenitoras tipo 2b (indicado con flecha roja). Varias preguntas
contintan abiertas (indicado con flechas azules): A) Evaluar el efecto sobre la proliferacion de
las células tipo 1; B) analizar la contribucién de la muerte apoptética de las CPNs a la
disminucion observada; C) determinar si se observa un efecto en la proliferacion de las células
tipo 3; D) evaluar si se ve afectada la salida de ciclo celular de las células tipo 3, asi como la
sobrevivencia de las neuronas inmaduras.

conducta motora, y de una semana, para el peso corporal (Pérez-Dominguez et al.,
2019).

En términos de la respuesta neuroinflamatoria a nivel celular y molecular en el
hipocampo, los resultados de este trabajo muestran que una inyeccion de LPS promueve
un perfil proinflamatorio caracterizado por activacion microglial y niveles incrementados

de pro-IL-1B después de 7 d. Esto concuerda con reportes previos y datos obtenidos
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previamente por nuestro grupo, en los que se muestran diferentes marcadores que
indican un contexto proinflamatorio dias después de administrar LPS, como aumento en
los niveles de proteinas de activacion microglial, aumento en los niveles de citocinas
proinflamatorias y activacion astrocitica (Cazareth et al., 2014; Monje et al., 2003; Pérez-
Dominguez et al.,, 2019; Qin et al., 2007). Como se menciond anteriormente, la
administracion de LPS induce un pico de produccion de mediadores proinflamatorios en
la primeras horas tras el reto (Qin et al., 2007). Interesantemente, en este trabajo
observamos elevado a pro-IL-18 en tejido hipocampal en comparacion con niveles
control aun después de 7 d de la administracién Unica de LPS, que podria asociarse
también a un aumento en la citocina proinflamatoria IL-1f, que es la que se libera al
medio extracelular y tiene los efectos proinflamatorios previamente mencionados.
Asimismo, nuestros resultados muestran que no existe una asociacion entre la activacion
microglial y los niveles de Iba 1 en el hipocampo, lo cual podria sugerir que 7 d después
de la administracion de LPS no hay cambios en el nUmero de células microgliales ni en
la produccién de lbal. Es importante tomar en cuenta que nuestro analisis de contenido
proteico se llevé a cabo en homogenados totales de hipocampo, lo cual podria estar
enmascarando efectos en subestructuras especificas. Aunque en otros modelos se ha
mostrado una correlacion entre la activacion de la microglia y la sintesis de Ibal, se ha
demostrado que tras la administracion sistémica de LPS hay un pico en los niveles de
MRNA de lbal 24 h después de la inyeccion y estos niveles ya no son diferentes al
control 48 h después, lo que indica que a este tiempo ya no hay un aumento en la sintesis
de esta proteina (Norden, Trojanowski, Villanueva, Navarro, & Godbout, 2015).

En conjunto, los datos del perfil inflamatorio muestran que el modelo utilizado por
nuestro grupo en trabajos publicados anteriormente es reproducible. Ademas, este
trabajo aporta a la caracterizacion del estado neuroinflamatorio inducido por LPS 7 d
después del reto inmunoldégico, al proveer evidencia experimental de un incremento de
pro-IL-1B, de tal modo que ahora se sabe que continla elevada la actividad de las 3
citocinas principales que median la respuesta neuroinflamatoria (i.e. IL-18, IL-6 y TNF-
Q).

Consistentemente se ha demostrado que en un contexto proinflamatorio se promueve

una regulacion a la baja del proceso neurogénico hipocampal (Fujioka & Akema, 2010;
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Monje et al., 2003; C.-W. Wu et al., 2007; Zonis et al., 2013). La mayoria de estos trabajos
ha enfocado su atencion en evaluar los cambios en el nimero de células DCX",
generalmente colocalizando con BrdU. DCX es un marcador que engloba a dos
poblaciones diferentes de progenitores neurales y neuronas inmaduras, lo cual no
permite evaluar la posible ocurrencia de efectos diferenciales de los procesos
neuroinflamatorios sobre los diferentes tipos celulares asociados al proceso
neurogénico. En este trabajo se analiz6 la respuesta de las CPATs tipo 2a
(BrdU*/Tbr2*/DCX’) y 2b (BrdU*/Tbr2*/DCX*), asi como tipo 3 y neuronas inmaduras
(BrdU*/Tbr2-/DCX™), ante un contexto proinflamatorio en una ventana temporal mas alla
del pico proinflamatorio previamente descrito.

Este trabajo contribuye a la nocién de que de entre los tres tipos de células
progenitoras identificadas, las células tipo 2b son las que tienen la capacidad de
proliferacion mas alta (Lugert et al., 2012). Nuestros resultados muestran que esta
poblacion representa aproximadamente un 47% del total de las células BrdU* en
animales tratados con solucion salina. Nuestra evidencia sugiere que las células tipo 2a
contribuyen en menor medida a la expansién de la poza de células, pues con base en
nuestros resultados, esta poblacion representa aproximadamente el 8%. Es de
relevancia sefialar que la cohorte de células marcadas con BrdU bajo nuestro protocolo
de administracion depende de la proliferacion y sobrevivencia de las CPNs durante los 3
d anteriores al sacrificio. De igual manera, es importante destacar que otros grupos han
reportado que la expansion de la poza celular depende de las células tipo 2a (Hodge et
al., 2008; Kronenberg et al., 2003). Resultara de interés que en futuros trabajos se evalle
la capacidad proliferativa de cada una de estas subpoblaciones mediante la utilizaciéon
de técnicas que permitan un analisis mas finos de ciclo celular.

Nuestros resultados muestran que la respuesta neuroinflamatoria sostenida, inducida
por la administracion de LPS, coincide en el tiempo con una disminucidn significativa en
el nimero de células progenitoras BrdU*/Tbr2*/DCX* o células tipo 2b, lo cual sugiere
una desregulacion en la capacidad proliferativa o en la tasa de sobrevivencia de esta
subpoblacion. Se han descrito diferentes mecanismos por los que un contexto
proinflamatorio podria inducir modificaciones en la progresion del ciclo celular. Algunas

EROs pueden inducir arresto del ciclo en distintos tipos celulares mediante la activacién
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de la via del inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas p21 (Barnouin et al., 2002;
McGrath, 1998). Asimismo, se ha observado que citocinas proinflamatorias, como IL-6,
regulan a la baja la proliferacion y autorrenovacion de precursores neurales de la ZSV
mediante modificaciones en la via JAK/STAT (del inglés Janus kinases/signal transducer
and activator of transcription proteins), asociada al control de diversos mecanismos de
proliferacion (Bauer, 2009). Estos procesos podrian explicar la reduccién en la
proliferacion de los progenitores neurales que reportamos en este trabajo.

De manera interesante, no se observan cambios significativos en las proporciones de
las poblaciones respecto al total de células BrdU* ni en la progresion de linaje, de tal
modo que parece ser que solo se esta afectando el nUmero de progenitores, pero no el
progreso de los mismo a lo largo del proceso neurogénico. En uno de los trabajos de
nuestro grupo, se observé una disminucion en el nimero células Thr2* en fases S, G2y
M del ciclo celular, lo cual podria deberse a una afectacién en la proliferacion de los
progenitores 2b. Ninguna otra subpoblacion celular evaluada parece estar afectada en
esta ventana temporal (Melo-Salas et al., 2018). Esto podria explicarse con los datos de
otro proyecto de nuestro grupo (datos no publicados), en los que 7 d después de la
administracion de LPS se observa una disminucion en el nimero y proporcion de células
DCX* que reentran a ciclo celular (tipo 2b y 3), es decir, que continlan con actividad
proliferativa. De igual manera, se observa un aumento en el nimero y proporcion de
células DCX™* fuera de ciclo celular, en otras palabras, progenitores DCX* con una
capacidad proliferativa disminuida. Nuestras observaciones podrian deberse a este
fenémeno, es decir, a una reducciébn en la proporciébn de progenitores en ciclo
(BrdU*/Tbr2*/DCX* y BrdU*/Tbr2//DCX*) y un aumento en progenitores tipo 3 fuera de
ciclo y células postmitéticas (BrdU*/Tbr2/DCX™*). Al observarse estos efectos contrarios
en la poblacion BrdU*/Tbr27/DCX* podria estarse enmascarando el efecto sobre la
dinamica proliferativa de las células tipo 3 en respuesta a un contexto proinflamatorio.
Debido a que se han observado estos efectos contrarios, es relevante la utilizacion de
diferentes protocolos de administracion de BrdU, asi como la cuantificacion de células
positivas al marcador enddgeno de proliferacion Ki67 y a diferentes proteinas que
permitan distinguir a las células tipo 3 y a las neuronas inmaduras; esto proveeria una

respuesta concisa a este problema.
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Asimismo, es importante realizar en futuros experimentos un analisis de procesos de
muerte celular y de mecanismos de proliferacion en cada uno de los subtipos de CPNs
con el objetivo de cuantificar la contribucion de estos procesos a la regulacion negativa
gue tiene un contexto proinflamatorio sobre la neurogénesis (Fig. 10).

Como se ha mencionado anteriormente, la neurogénesis hipocampal esta implicada
de manera importante en procesos cognitivos dependientes de hipocampo, como la
separacion de patrones y el aprendizaje espacial y contextual (Aimone et al., 2014).
Hasta el momento no se ha profundizado en la caracterizacién del efecto que tiene la
reduccién neurogénica inducida por inflamacion sobre estas habilidades cognitivas. Sin
embargo, en otros modelos en los que se induce una reduccion de la neurogénesis se
ha observado un peor desempefio en tareas como el laberinto acuatico de Morris,
separacion de patrones y condicionamiento de miedo al contexto (Clelland et al., 2009;
Drapeau et al., 2003; Drew et al., 2010). Es de importancia conocer si estas mismas
tareas se ven afectadas tras un reto inflamatorio sistémico y si la modulacién a la baja
de la neurogénesis podria explicar dichos cambios. De igual manera resulta interesante
la posibilidad el rescate de la proliferacion de CPNs con protocolos de ejercicio fisico o
de la integracién de las neuronas a circuitos hipocampales mediante la exposiciéon a un

ambiente enriquecido.
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CONCLUSION

La neuroinflamacion, un proceso propio de diversas patologias, tiene efectos negativos
sobre la plasticidad cerebral y algunos procesos cognitivos. Se ha observado que tras la
administracion sistémica de LPS se genera un estado neuroinflamatorio a largo plazo,
gue a su vez genera una disminucién en la tasa neurogénica. En este trabajo se muestra
gue 1) 7 d después de la administracion de LPS se mantiene un estado proinflamatorio
caracterizado por la activacion microglial y aumento en los niveles del precursor de la
citocina proinflamatoria IL-1B y; 2) que dicho estado coincide en el tiempo con una
disminucién en las células progenitoras neurales tipo 2b, los progenitores que
contribuyen en mayor proporcion a la expansion de la poza de células, lo que puede
contribuir al efecto negativo sobre la generacion de nuevas neuronas en el hipocampo

adulto.
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APENDICE A. Preparacién de reactivos

. Solucién limpiadora
Agregar 100 ml de etanol y 100 de Extran® a 800 ml de agua desionizada. Almacenar

a temperatura ambiente (TA).

. Acido clorhidrico (HCI) 2N

Agregar 16.6 ml de HCI concentrado a 83.4 ml de agua desionizada. Almacenar a TA.

. PBS (Phosphate-buffered saline) 1x, pH 7.4

Disolver 8 g de NaCl (137 mM), 0.2 g de KCI (2.7 mM), 1.44 g de Na2HPO4 (10 mM)
y 0.24 g de KH2PO4 (1.8 mM) en 800 ml de agua desionizada. Ajustar pH con HCI
2N. Aforar a 1L. Almacenar a TA o 4°C.

. Buffer de lisis (RIPA buffer)

Agregar 2.5 ml de stock Tris 1M (50 mM), 175 mg de NaCl (60 mM), 50 mg de SDS
(dodecilsulfato sédico; 0.1%), 25 mg de DOC (acido desoxicdlico; 0.5%), 5 ml de NP-
40 (Nonil fenoxipolietoxiletanol, 1%) y 2 ml de stock 25x cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail (Roche; 2%) a 40.5 ml de agua Milli-Q® (Merck, Darmstadt, DEU).

Almacenar a 4°C.

. Buffer de carga Laemmli 2x
Agregar 0.625 ml de Tris-HCI 2M (pH 6.8, 125 mM), 4 ml de SDS 10% (4%), 1 ml de
B-mercaptoetanol (10%), 2 ml de glicerol (20%), azul de bromofenol 0.1% (0.004%) a

1.975 ml de agua desionizada,
. Buffer para gel concentrador 4x, pH 6.8

Agregar 18 g de Tris base (1.5 M) y 0.4 g de SDS (0.4%) a 80 ml de agua desionizada.
Ajustar pH con HCI 2N. Aforar a 100 ml. Almacenar a 4°C.
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7. Buffer para gel separador 4x, pH 8.8
Agregar 6 g de Tris base (0.5 M) y 0.4 g de SDS (0.4%) a 80 ml de agua desionizada.
Ajustar pH con HCI 2N. Aforar a 100 ml. Almacenar a 4°C.

8. Gel para electroforesis
a. Gel concentrador: Agregar 0.33 ml de 30% acrilamida/bisacrilamida, 0.5 ml
de buffer para gel concentrador, 1.1 ml de agua desionizada, 20 pl de
persulfato de amonio y 5 ul de TEMED.
b. Gel separador al 12%: Agregar 4 ml de 30% acrilamida/bisacrilamida, 2.5 ml
de buffer para gel separador, 3.4 ml de agua desionizada, 100 pl de persulfato
de amonio y 4 pl de TEMED.

9. TBS1x,pH7.5
Disolver 2.42 g de Tris base (20 mM) y 8.015 g de NaCl (137 mM) en 800 ml de agua

desionizada. Ajustar pH con HCI 2N. Aforar a 1L. Almacenar a TA.

10.PB (Sodium phosphate buffer), pH 7.4
a. PB 0.1 M: Disolver 3.1 g de NaH2PO4*H20 y 10.9 g de Na2HPO4 en 800 ml de
agua desionizada. Ajustar pH con HCI 2N. Aforar a 1L. Almacenar a TA o0 4°C
b. PB 0.2 M: Disolver 6.2 g de NaH2PO4*H20 y 21.8 g de Na2HPO4 en 800 ml de
agua desionizada. Ajustar pH con HCI 2N. Aforar a 1L. Almacenar a Ta 0 4°C

11.Paraformaldehido (PFA) al 4%
Disolver 40 g de PFA en 1L de PB 0.1 M. Mezclar y calentar a < 60°C. Pasar la
solucion a través de un filtro de 0.2 um. Almacenar a 4°C. Siempre utilizar fresco.

12.Solucién de criopreservacion

Agregar 250 ml de etilenglicol (25%) y 250 ml de glicerol (25%) a 500 ml de agua
desionizada. Pasar la solucion a través de papel filtro. Almacenar a 4°C.
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13.Buffer de citratos, pH 6.0
Disolver 2.94 g de citrato de sodio dihidratado (10 mM) en 1L de agua desionizada.
Ajustar pH con HCI 2N. Agregar 0.5 ml de Tween 20 (0.05%). Almacenar a TA o 4°C.

14.Buffer de borato de sodio, pH 8.5

Disolver 3.814 g de Na2B4O7*10H20 (0.1 M) en 80 ml de agua desionizada. Ajustar
pH con HCI 2N. Aforar a 100 ml. Almacenar a TA.
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