UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA NEUROINFLAMACION INDUCIDA POR LIPOPOLISACARIDOS
(LPS) EN LA PROLIFERACION DE PROGENITORES NEURALES DCX+
EN EL HIPOCAMPO ADULTO

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. en C. MARTHA PEREZ DOMINGUEZ

DIRECTORA DE TESIS
DRA. ANGELICA ZEPEDA RIVERA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

COMITE TUTOR
DR. RUDOLF M. BUIJS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
DR. JOSE SEGOVIA VILA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA BIOFiSICA Y NEUROCIENCIAS, CINVESTAV

CIUDAD DE MEXICO, FEBRERO 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice

AgradeCimientoSs ACAUEIMICOS. ..cccviiiiiriei ettt ettt ete e ste st es et ss s e aseetestesee e sessassesaesersansasestestesen stesnnes 3

LISTA 0B fIUIAS e eitieiecte ettt ettt ee et sttt et et et e s saeebesbesee s e s sesbeb et arsaasabe et st st nessensesaesarsersansaan ans 6

A D EVIATUIAS .ttt ettt ettt st ettt st et eae et st ste st sea e s et e et eaeeae et et see st sesbes et e ee e et eneeneebe see see e nentertene 7

RESUMIEBN ... ettt ettt ettt et h e st et eea e be et ees e sae eaeees e sbeaabees st sae autbesatesbeanseennesseesnsbennees 9

AADSTIACT .. vttt ettt sttt ettt st st st ettt eae b st see e et eh ekttt et eaeebe b et e e ea b ettt et et eneea sees 12
Introduccién

I. Neurogénesis hipocampal en [a etapa AdUILA..............ceveeveeeevceeieeiesesieciecscieiesisiieeses e e st 15

Las células troncales neurales AAUITAS (CTINAS)........oceeeveeeeeeeeeeeeseeeeeeveeeereeeeessesevsenias 16

Las células progenitoras NEUrales (CPINS)..........ccuceeeeeeeeeveierieeeeeeeeeieeeeeesesincesieseesseseessans 21

El NICRO NEUIOGENICO.... ....ceecveeierieeieee et stests st e ettt ess et sseste st st e ases et seeassate st see e sensnntas 23

L A L=V o] 1) Lo Ty g Lo Tol Lo ¢ OSSO 25

Ill. LPS como estrategia experimental para inducir neuroinflamacion..................cccevevvenee. 27
IV. Modulacion de la neurogénesis hipocampal por la neuroinflamacion inducida por LPS... 30

V. La fase proliferativa y la progresion del ciclo celular..............eveeeeeveraceeeeeecveceierenn 36
U] 1= T o T o ST TPRTTSRRRT 40
Hi DOt SIS. c. euteutetietit ittt ctesteste et et ettt s e et eteste s e e sesbes et besersereeseabe st besessenbesbes et et aneeae et ebese e senbentereeeanes 41
O EEIVOS. ..cue ettt ettt ettt ettt s te st e e b et et eaesaeete st steseeseabestet s et essaasareebestenben bt e et aneeteetesteseeanabentetaerenres 42
Materiales y métodos

MOAEIO QNUMAL.c..eeseee ettt sttt ettt s st a e st ssa et es st e s 43

Modelo de NeUrGINFIAMACION. .............c.cccveeeeeieeeeeseeee e seste s e e e ses et as e eesteste s e essesssssaaeeae 43

Tarea de exploracion de CAmMPO ADIITO............ccecueeveceeeerieeeeeeeeeieee e stesciesessssesssssss s areereasenn 44

Cuantificacion de proteinas por WesStern DIOt ..............ecveeveeeeveevecreeireceieveerieieiesrsseeseessessesseons 44

Administracion de BrdU ... ieeie e ces et et ste et vee steverses ste vrvss ste svsnssresvn e ann s 45
INMUNOSIUOTESCONCIQ ...ttt ettt et se st s te st s s s s st a s sus st stssasss s sas s eses 46
Microscopia confocal y estimacion del numero de células basada en
Ly A=d =T e KoY Lo ISPV 1 -
YA Lo 1R =y e Lo [y o (oo I USSR 47
Resultados
Caracterizacion de la progresion de la respuesta neuroinflamatoria una semana después de
la administracion dnica 0 intermMitente A LPS .............eoceceeceeeeeeeeeeeetieieieiresteste e ssssesssssaeas 48
Evaluacion de la tasa neurogénica asociada a la respuesta neuroinflamatoria establecida

una semana después de la administracion unica o intermitente de LPS.............cccevveveveeuennn. 56
Evaluacion de los efectos de la progresion de la neuroinflamacion sobre la capacidad
proliferativa de 10S progenitores NEUIQIES...............ccvweceeeeeevecvecieiriistietsiseiesestestesss s iesessssssssans 60
DiISCUSION ...ttt cteetetcee st et sttt eteses s et ese ses et e st et ses et e et sessesereeeesen et ere et sensesaneessen et ars st sessesans sessnssres 64
60 ol [U1] e Yo FOU OO OO 71
REFEIENCIAS «uvivietirtit ettt st st st e et ettt e s sbe st st se e bes b e et et eneaae sbe st see e senseneesensarsans 72
AANIBXOS et tttttet ettt st etesaeeue et et ettt eb b es et e e b e Sheeaeee e e eeh e s fenben e e e She eheehe eut ettt e s eesbenbensea e et ne ereene 84



Agradecimientos académicos

El presente proyecto de investigacién fue desarrollado bajo la tutoria de la Dra. Angélica Zepeda
Rivera investigadora Titular B de tiempo completo del Departamento de Medicina Gendmica y
Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

Los miembros del comité tutor que asesoraron el desarrollo del proyecto fueron:
Dr. Rudolf M. Buijs 11B, UNAM
Dr. José Segovia Vila CINVESTAYV, IPN

Los miembros del jurado de examen de grado designados por el Comité Académico del Programa

de Doctorado en Ciencias Biomédicas:

Dra. Leonor Pérez Martinez (Presidenta)

Dr. José Segovia Vila (Secretario)

Dra. Aliesha Araceli Gonzalez Arenas (Vocal)
Dra. Diana Maria Escalante Alcalde (Vocal)

Dra. Susana Castro Obregdn (Vocal)

A la QFB Patricia Ferrera técnico académico del laboratorio C-210 del I1IB, UNAM.
Al Dr. Miguel Tapia Rodriguez responsable de la Unidad de Microscopia del [IB, UNAM.
A la Unidad de Modelos Bioldgicos del 1B, UNAM.

La realizacién de este trabajo contdé con los donativos otorgados a la Dra. Angélica Zepeda por
parte del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnolégica de la UNAM
(DGAPA-PAPIIT, IN208518) y Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) 282470.
Ademas, contd con una beca nacional para la formacién a nivel de posgrado en la modalidad de
doctorado por parte del CONACyT en el periodo 2014-2-2018-2 otorgada a Martha Pérez
Dominguez Num. Becario 384961 CVU 413016; asi como las becas de terminacién de estudios y

titulacion de DGAPA-PAPIIT (IN208518) y CONACYT (282470).



Agradecimientos personales

A la Universidad Nacional Auténoma de México.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

Al Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.

A la Dra. Angélica Zepeda por aceptarme en su grupo de investigacién y por el constante apoyo

para mi formacién académica.
A la Dra. Clorinda Arias por su continuo interés y retroalimentacion para mi formacion académica.

A los Dres. Rudolf Buijs y José Segovia por su supervisidn y retroalimentacion durante el desarrollo

del proyecto de investigacion.

Al jurado de examen de obtencién de grado por la revisidn, sus comentarios y sugerencias para

mejorar la tesis.

A la Dra. Maria Evangelina Avila y al Psic. Eduardo Dominguez, colaboradores directos del proyecto

de investigacion.
A los miembros del laboratorio C-210 por ser un gran equipo de trabajo.
A la Biol. Sandra Herndndez por su apoyo como técnico académico.

A Azucena Ayala Pichardo por su excelente trabajo como auxiliar de entidad del Posgrado en

Ciencias Biomédicas en el 1IB de la UNAM.
A Teresa Montiel por todo su apoyo académico y personal.

A mi familia por su apoyo incondicional.



A mis seres queridos,
familia y amigos,
por su apoyo y compaifiia,

en especial en los momentos dificiles.



Lista de figuras

Figura 1. Neurogénesis hipocampal en condiciones fisiol8gicas ......cceeveverveverrrerceevencceieeeseseseesennns 20
Figura 2. Estructura de LPS y S€NAliZaCiON........ccueeeeeieeieiireiece ettt st e e v e e s 29
Figura 3. La neuroinflamacidn regula negativamente la neurogénesis hipocampal ..........ccoeuunee. 35
Figura 4. Regulacion de la progresion del ciclo celular durante la neurogénesis hipocampal.......... 37
Figura 5. Linea de tiempo de la estrategia experimental........cccvvvieee i vesrieiein e e 44

Figura 6. Caracterizacion de la respuesta de malestar asociada a la inflamacion sistémica inducida

por la administracidn Unica o intermitente de LPS ...t 51

Figura 7. Caracterizacién de la progresion de la respuesta neuroinflamatoria 7 dias después de la

administracion Unica 0 iNTErMItENTE A LPS ...ttt s er e b e enae e 55

Figura 8. Efecto de la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la administracion

Unica o intermitente de LPS en 12 tasa NEUIOZENICA .....cccvevierireicece ettt ee e st st s s e 59

Figura 9. Efecto de la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la administracion

Unica de LPS en la capacidad proliferativa de CPNS .......ccccccueieiniieeeeece ettt et ese e sve et sae e nans 63



Abreviaturas

ASCL1 Factor de transcripcidon Achaete-Scute Homolog 1

ANOVA Anilisis de varianza (Analysis of variance)

BDNF Factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor)
BHE  Barrera hematoencefdlica

BLBP  Proteina cerebral de unién a lipidos (Brain Lipid Binding Protein)
BMP  Proteina morfogénica dsea (Bone Morphogenic Protein)

BrdU 5-bromo-2’-desoxiuridina

CA3 Cornu Ammonis 3

CD-14 Cluster of differentiation 14

CG Capa granular del giro dentado

CM Capa molecular del giro dentado

COX-1 Ciclooxigenasa 1

CPN  Célula progenitora neural

CR Calretinina (Calretinin)

CTN  Célula troncal neural

DAMP Patrén molecular asociado a dafo (Damage associated molecular pattern)
DCX  Doblecortina (Doublecortin)

dpi dias post-inyeccion

FT Factor de transcripcion

GABA Acido gamma-aminobutirico (Gamma-aminobutyric acid)

GFAP Proteina acidica fibrilar glial (Glial Fibrillary Acidic Protein)

hpi horas post-inyeccion

HES1 Factor de transcripcidén Hairy and Enhancer of Split 1

IBA-1 Molécula adaptadora de unidn a calcio ionizado (lonized calcium-Binding Adaptor
molecule 1)

IGF-1 Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (Insulin-like Growth Factor-1)
iip Inyeccién intraperitoneal

IL-1B  Interleucina 1-beta

IL-6 Interleucina 6

JAK Cinasa Janus (Janus Kinases)



LBP
LPS

mTOR

Proteina de unién a LPS (LPS binding protein)
Lipopolisacarido (Lipopolysaccharide)

Mammalian Target of Rapamycin

MyD88 Myeloid Differentiation primary response protein 88

NeuroD1 Factor de diferenciaciéon neurogénica tipo 1 (Neurogenic Differentiation factor-1)

NGN-2
Notch
P21
PAMP
POMC
PAX6

PROX1

Neurogenina 2 (Neurogenin 2)

Neurogenic locus notch homolog protein

Proteina inhibidora de cinasas dependientes de ciclinas

Patrén molecular asociado a patdgeno (Pathogen associated molecular pattern)
Proopiomelanocortina (Proopiomelanocortin)

Factor de transcripcion Paired Box Protein 6

Factor de transcripcion Prospero Homeobox Protein 1

PSA-NCAM Molécula de adhesion celular neural polisialilada (Polysialylated-Neural Cell Adhesion

STAT
SFPR3
SNC
SOX
TBR2
TLR
TNF-a
U.A.
WNT

Z5G

Molecule)
Signal Transducer and Activator of Transcription proteins
Secreted Frizzled Related Protein 3
Sistema nervioso central
Factor de transcripcion SRY (Sex determining region Y)-Box Protein
Factor de transcripcion T-box Brain Protein 2
Receptor tipo Toll (Toll-Like Receptor)
Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor-Alpha)
Unidades arbitrarias
Wingless-type MMTV Integration Site

Zona subgranular



Resumen

La generacidon de nuevas neuronas no se restringe al desarrollo embrionario, sino que, en la
mayoria de los mamiferos, continua en la etapa adulta en la zona subventricular y en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo. En esta ultima regidn, el proceso neurogénico ocurre
a través de la activacidon de células troncales neurales quiescentes, la proliferacién de diferentes
progenitores neurales, la adquisicion de un compromiso de linaje neuronal, la sobrevivencia de las
nuevas células y la maduraciéon e integracion funcional de neuronas glutamatérgicas en los
circuitos del hipocampo. Este proceso provee una modalidad Unica de plasticidad cerebral que
participa en procesos de aprendizaje y memoria. La neurogénesis esta constantemente modulada
por diversos factores extrinsecos que remodelan el nicho neurogénico, promoviendo o inhibiendo
la tasa de generacién de nuevas neuronas. La neuroinflamacion es una respuesta caracteristica de
diferentes condiciones patoldgicas que establece un microambiente no permisivo que subyace a la

desregulacion neurogénica, y altera la ejecucidn en tareas dependientes de hipocampo.

La evidencia actual indica que la neuroinflamacién inducida por LPS, aguda o crénica, provoca una
reduccion de la neurogénesis. Sin embargo, la mayoria de los estudios han seguido cohortes de
nuevas células generadas durante la respuesta temprana cuando se produce un pico de
mediadores proinflamatorios, por lo que se desconoce 1) cémo se modula la tasa neurogénica en
otros puntos durante la progresion de la respuesta inflamatoria; 2) si la inhibiciéon del proceso
neurogénico es un efecto transitorio dependiente de la respuesta proinflamatoria o es una
respuesta persistente que ocurre independientemente de la progresién de la inflamacién cerebral;
3) si la inflamacion cerebral crénica induce una reduccién mayor en la tasa neurogénica en
comparacion con la neuroinflamacién aguda. Ademas, aunque la fase de expansion de la poza de
células disponible para continuar con el desarrollo neuronal depende de diferentes tipos de
progenitores neuronales, con distintos comportamientos proliferativos y capacidades de respuesta
a factores extrinsecos; no se comprende bien cémo la neuroinflamacion afecta especificamente la

proliferacion celular.

Para evaluar el efecto de la progresién de la neuroinflamacion en la tasa neurogénica en este
trabajo, se utilizaron dos paradigmas de neuroinflamacién, aguda y crénica, que consistieron en
una inyeccién unica de LPS (IU-LPS) y 4 inyecciones intermitentes, 1 por semana (lI-LPS),
respectivamente. Primero, para evaluar el malestar asociado a cada exposicidon de LPS, utilizamos
la tarea de exploracion de campo abierto y registramos los cambios de peso corporal. Segundo,
para caracterizar la respuesta inflamatoria establecida 7 dias después del término de cada
esquema de administracién de LPS, realizamos un analisis cualitativo de la reaccion microglial y
astrocitica en funcion de los cambios morfoldgicos de cada tipo celular y también evaluamos los

niveles de IL-6 y TNF-a de homogeneizados de hipocampo. Tercero, para analizar el efecto del



proceso inflamatorio presente en ese periodo sobre la tasa neurogénica, marcamos una cohorte
de nuevas células con 3 pulsos de BrdU (1 inyeccion cada 24 h) generadas 4 dias después de cada
paradigma de LPS y evaluamos la doble deteccion de células BrdU+ con DCX mediante analisis de
microscopia confocal y estimacién celular basada en estereologia. Finalmente, para analizar la
capacidad proliferativa de los progenitores neurales marcamos una cohorte de nuevas células con
3 pulsos cortos de BrdU (1 inyeccion cada 2h) y 24h después estimamos la doble deteccién de

células BrdU+ con Ki67.

Los resultados obtenidos indican que 1) después de una IU-LPS o de una II-LPS se produce una
respuesta sistémica inflamatoria transitoria caracterizada por inmovilidad y disminucién del peso
corporal asociado a anhedonia. 2) La respuesta neuroinflamatoria establecida a los 7 d.p.i. en el
modelo de inflamaciéon aguda se caracteriza por la persistencia de un perfil proinflamatorio
caracterizado por activacién microglial, reaccion astrocitica y aumento de los niveles de IL-6 y TNF-
a, este perfil inflamatorio correlaciona con una reduccién significativa del nimero de nuevas
células con linaje neuronal BrdU+/DCX+ indicando que la tasa neurogénica continla afectada en
ese periodo. 3) La lI-LPS no provoca un perfil proinflamatorio sostenido, aunque la microglia
activada persiste. Esta respuesta neuroinflamatoria no se acompafia de una disminucidn
neurogénica mas alld de la reduccion de la neurogénesis basal asociada a la edad, lo que sugiere
gue no hay efectos a largo plazo de la primera exposicion a LPS o una reduccion acumulativa en la
tasa neurogénica inducida por este protocolo que continte independientemente a la progresién
de la respuesta neuroinflamatoria. 4) El protocolo corto de pulso y caza de BrdU indica que, en
condiciones control, las células proliferativas BrdU+/Ki67+ son principalmente DCX+, lo que indica
qgue estos progenitores experimentan la tasa proliferativa mds alta. La IU-LPS provocd una
disminucién en el numero de células DCX+ en proliferacién, indicando un déficit en su capacidad
para volver a entrar al ciclo celular. Lo anterior representa un mecanismo celular que mejora el

entendimiento de la reduccidn de la tasa neurogénica inducida por neuroinflamacion.

En conjunto, los datos derivados de este trabajo proporcionan evidencia que amplia las
observaciones anteriores sobre el efecto anti-neurogénico de la neuroinflamacion inducida por
LPS. La respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la IU-LPS tiene un perfil
proinflamatorio que provoca una reduccién en la tasa neurogénica asociada a la salida prematura
del ciclo celular de progenitores DCX+, mientras que la progresién de la neuroinflamacién inducida
por la lI-LPS no induce una disminucidn sostenida de la tasa neurogénica mas alla de la reduccién
de la neurogénesis basal asociada a la edad. Lo anterior indica que tanto la progresién de la
neuroinflamacién como sus efectos sobre la neurogénesis son procesos dindmicos que dependen

del contexto celular y molecular.
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Resumen grafico

La neurogénesis es modulada por factores extrinsecos que remodelan el nicho neurogénico. La
neuroinflamacién establece un microambiente no permisivo que subyace a una desregulaciéon neurogénica.
Durante la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la IU-LPS prevalece un perfil
proinflamatorio que provoca una reduccidn en la tasa neurogénica asociada a la salida prematura del ciclo
celular de progenitores DCX+, mientras que la progresion de la neuroinflamacion inducida por la II-LPS no
induce una disminucion sostenida de la tasa neurogénica mas alla de la reduccidn de la neurogénesis basal
asociada a la edad. Lo anterior indica que tanto la progresion de la neuroinflamacién como sus efectos sobre
la neurogénesis son procesos dinamicos que dependen del contexto celular y molecular.

Palabras clave neurogénesis hipocampal, inflamacién cerebral, endotoxina, células precursoras neurales,
perfil proliferativo, ciclo celular.

El presente proyecto de investigacion se basa en su mayoria en los siguientes articulos:

Pérez-Dominguez, M., Tovar-y-Romo, L.B., Zepeda, A.*, 2017. Neuroinflammation and physical exercise as
modulators of adult hippocampal neural precursor cell behavior. Rev Neurosci 29, 1-20.
https://doi.org/10.1515/revneuro-2017-0024

Pérez-Dominguez, M.*, Avila-Mufioz, E., Dominguez-Rivas, E., Zepeda, A., 2019. The detrimental effects of

lipopolysaccharide-induced neuroinflammation on adult hippocampal neurogenesis depend on the
duration of the pro-inflammatory response. Neural Regen. Res. 14, 817.
https://doi.org/10.4103/1673-5374.249229

Pérez-Dominguez, M.*, Dominguez-Rivas, E., Avila-Mufioz, E. A Commentary on the Detrimental Effects of

Lipopolysaccharide-Induced Neuroinflammation on Adult Hippocampal Neurogenesis Depend on
the Duration of the Pro-inflammatory Response, Int J Neurorehabilitation 2019, 6:2
https://doi.org/10.4172/2376-0281.1000349.
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Abstract

The generation of new neurons is not restricted to the embryonic development but continues
throughout life in the majority of mammals in the subventricular zone and in the subgranular zone
of the dentate gyrus. The neurogenic process in the subgranular zone occurs through the
activation of quiescent adult neural stem cells and the neuronal fate choice, the proliferation of
different progenitor cells, the survival of newly-born cells, and the neuronal maturation and
functional integration of adult-born neurons into the hippocampal circuit. This process provides a
unique modality of brain plasticity involved in learning and memory. Adult hippocampal
neurogenesis is a finely tuned process constantly modulated by extrinsic factors that remodel the
neurogenic niche, thus promoting or inhibiting the generation rate of new neurons.
Neuroinflammation is a hallmark of several pathological conditions that establishes a non-
permissive microenvironment underlying neurogenic dysregulation and deficits in hippocampal-

dependent tasks.

Current evidence indicates LPS-induced neuroinflammation, acute or chronic, leads to reduced
neurogenesis. However, most studies have followed cohorts of new cells born during the early
neuroinflammatory response, when a peak of proinflammatory mediators takes place, therefore it
remains unknown 1) how the neurogenic rate is modulated at later time-points during the
progression of inflammatory response; 2) if the inhibition of the neurogenic process is a transitory
effect dependent on the pro-inflammatory response or if it is a persistent response occurring
independently of the progression of brain inflammation and; 3) if chronic brain inflammation
induces a higher reduction in the neurogenic rate compared with acute neuroinflammation.
Moreover, although the expansion of the cell pool available for further neuronal development
depends on different subsets of neural progenitors with different proliferative behaviour and a
capacity to respond to extrinsic factors it is not well understood how neuroinflammation

specifically restrains cell proliferation.

To gain insight into the effect of the progression of neuroinflammation on neurogenesis we used
an acute and chronic neuroinflammation paradigms consisting of a single injection of LPS (SI-LPS)
and 4 intermittent injections, 1 per week (lI-LPS), respectively. First, to evaluate sickness behaviour
associated with each LPS challenge, we used an open field exploratory task and registered body
weight changes. Second, to characterize the inflammatory response established 7 days after the

end of each LPS administration scheme we performed a qualitative analysis of microglia and

12



astrocytic reaction based on morphological changes and we evaluated the levels of IL-6 and TNF-a
from hippocampal homogenate samples. Third, to analyse the effect of the inflammatory process
present at such time-point in the neurogenic rate, we administered 3 BrdU pulses (1 injection each
24h) and labelled a cohort of new cells born 4 days after the end of each LPS scheme. Moreover,
we assessed the co-labelling of BrdU with DCX through confocal microscopy analysis and
stereological-based cell estimation. Finally, to analyse the proliferative capacity of neural
progenitors we labelled a cohort of new cells with 3 short pulses of BrdU (1 injection each 2h), and

24h later we estimated BrdU+ cells co-labelling with Ki67+.

Our results indicate that 1) after SI-LPS or II-LPS, a transient systemic inflammatory response is
produced. This response is characterized by immobility and decreased bodyweight associated with
anhedonia 2) SI-LPS injection leads to a pro-inflammatory response at 7 dpi characterized by
microglial and astrocytic reaction, and increased levels of IL-6 and TNF-a. This neuroinflammatory
profile correlates in time with a significant reduction in the number of BrdU+/DCX+ cells
suggesting that the neurogenic rate continues to be restricted at this time point. 3) ll-LPS do not
elicit a sustained pro-inflammatory profile although activated microglia persists at 7 dpi. This
neuroinflammatory response is not accompanied by a neurogenic decrease suggesting there are
no long-term effects derived from the first LPS exposure nor is there an accumulative reduction on
the neurogenic rate induced by this protocol. 4) Results from short BrdU pulse-chase labelling,
show that under control conditions, BrdU+/Ki67+ cycling cells are mostly DCX+ indicating that
these progenitors undergo the highest proliferative rate. LPS-associated neuroinflammation
induced by SI-LPS elicited a decrease in the number of proliferating DCX+ cells indicating a deficit
in their ability to re-enter the cell cycle. The above represents a cellular mechanism that improves

our understanding regarding the reduction of the neurogenic rate induced by neuroinflammation.

Taken together, our data provide evidence that expands on previous observations regarding the
anti-neurogenic effect of LPS-induced neuroinflammation. The neuroinflammatory response
established 7 days after IU-LPS has a proinflammatory profile that induces a reduction in the
neurogenic rate associated with premature exit from the cell cycle of DCX+ progenitors, whereas
the progression of neuroinflammation induced by I[I-LPS does not lead to a sustained impairment
of the neurogenic rate beyond the age-associated reduction in neurogenesis. This indicates that
both the progression of neuroinflammation and its effects on neurogenesis are dynamic processes

that depend on the cellular and molecular context.
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Graphic abstract

Neurogenesis is modulated by extrinsic factors that remodel the neurogenic niche.
Neuroinflammation establishes a nonpermissive microenvironment that underlies neurogenic
dysregulation. The neuroinflammatory response established 7 days after IU-LPS has a
proinflammatory profile that induces a reduction in the neurogenic rate associated with
premature exit from the cell cycle of DCX+ progenitors, whereas the progression of
neuroinflammation induced by II-LPS does not lead to a sustained impairment of the neurogenic
rate beyond the age-associated reduction in neurogenesis. This indicates that both the
progression of neuroinflammation and its effects on neurogenesis are dynamic processes that
depend on the cellular and molecular context.

Keywords hippocampal neurogenesis, brain inflammation, endotoxin, neural precursor cells,

proliferative profile, cell cycle.
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Introduccion

I. Neurogénesis hipocampal en la etapa adulta

La neurogénesis es el proceso de generacidon de nuevas neuronas que se insertan en un circuito
neuronal. Este proceso no se restringe al desarrollo embrionario, sino que continda durante la
etapa adulta en al menos dos regiones discretas del cerebro de los mamiferos, la zona
subventricular de las paredes de los ventriculos laterales (Altman, 1969; Lois and Alvarez-Buylla,
1993) y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (Altman and Das, 1965;
Cameron et al., 1993; Kaplan and Hinds, 1977).

La ZSG es una region anatdmica estrecha que se encuentra entre la capa granular (CP) y el hilus del
giro dentado donde las células troncales neurales persisten en la etapa adulta y cuyo
microambiente particular permite la generacién de nuevas neuronas. El modelo de Ia
neurogénesis hipocampal establecido describe una secuencia orquestada de procesos que
comprenden, 1) la activacién asincrénica de las células troncales neurales adultas (CTNAs); 2) la
proliferacion de distintos tipos de células progenitoras neurales (CPNs) que progresan en la
adquisicion del compromiso de linaje neuronal y migran localmente; 3) la sobrevivencia de las
nuevas células que salen de ciclo celular antes de diferenciarse terminalmente en neuronas
glutamatérgicas y; 4) la maduracién e integracion funcional de las nuevas neuronas granulares a
los circuitos hipocampales prexistentes (Denoth-Lippuner and Jessberger, 2021; Kempermann,

2015; Toda and Gage, 2018) (Fig. 1a).

El hipocampo participa en funciones cognitivas especificas como la navegacién espacial, asi como
la formacion, consolidacion y evocacion de diferentes tipos de memoria, particularmente de tipo
episddica. El giro dentado del hipocampo esta asociado con la capacidad de codificar y evocar
informacidn contextual especifica mientras que la neurogénesis hipocampal es un componente
clave en la separacion de patrones. Tanto la presencia de las CTNAs, las CPNs, las neuronas
inmaduras, asi como la integraciéon funcional de nuevas neuronas maduras le confieren al giro
dentado una modalidad uUnica de plasticidad estructural y funcional dependiente de la demanda
cognitiva. Por consiguiente, la tasa especifica a la que ocurre el proceso neurogénico tiene un
impacto funcional relevante y cualquier factor que modifique la neurogénesis incidird en tareas
especificas dependientes del hipocampo (Denoth-Lippuner and Jessberger, 2021; Dominguez-Rivas

et al., 2021; Kempermann, 2015; Toda and Gage, 2018).
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En el cerebro adulto, la neurogénesis estd controlada por la combinacién de las propiedades
intrinsecas de las CTNAs y de la regulacidon del nicho neurogénico constituido por diferentes
componentes celulares y las moléculas que producen. Entre los tipos celulares de la ZSG se
encuentran, 1) las CTNAs, su progenie inmediata y las neuronas granulares (Denoth-Lippuner and
Jessberger, 2021; Kempermann et al.,, 2015); 2) otros tipos de neuronas como interneuronas
inhibidoras y células musgosas (Ge et al., 2007; Song et al., 2016; Yeh et al., 2018); 3) astrocitos y
oligodendrocitos (Falk and Gotz, 2017); 4) células del sistema inmune como microglia y células
periféricas (Diaz-Aparicio et al., 2020; Leiter et al., 2016) y; 5) componentes de la barrera
hematoencefalica (BHE) como células endoteliales y pericitos (Pozhilenkova et al., 2017). En
conjunto, estas células proveen al microambiente local de multiples sefiales como morfdgenos,
neurotrofinas, factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, hormonas y neurotransmisores
estableciendo un milleu neurogénico que permite que la neurogénesis hipocampal ocurra a una
tasa y temporalidad especificas altamente reguladas (Bonafina et al., 2020; Vicidomini et al., 2020)

(Fig. 1b).
e Las células troncales neurales adultas (CTNAs)

Una célula troncal se define por los atributos fisiolégicos de autorenovacion ilimitada y
potencialidad; es decir, la habilidad de dar origen a un linaje celular completo. Las células
progenitoras, las siguientes en la jerarquia de progresion de linaje, tienen una autorenovacion
limitada. Por otro lado, el término células precursoras hace referencia al conjunto de células tanto

troncales como progenitoras (Gotz, 2018; Overall et al., 2016).

Las CTNAs persisten en la ZSG, hay evidencia que indica que provienen de una poblacién particular
de glia radial que en etapas tempranas del desarrollo embrionario, y tras dividirse de una manera
determinada, entran a un estado de quiescencia celular y después pueden ser activadas por
sefiales especificas durante la etapa adulta (Berg et al., 2019). Las CTNAs, también referidas como
células tipo glia radial o células tipo 1, tienen una morfologia radial con el cuerpo celular en la ZSG,
un Unico proceso apical largo que se extiende a través de la CG hasta la parte interna de la capa
molecular (CM) donde se ramifica estableciendo sinapsis, y con procesos pequefios que se
extienden paralelamente a la ZSG (Fig. 1a). Estas células comparten algunas caracteristicas con los
astrocitos como la presencia de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en inglés) y la
proteina Vimentina, asi como el establecimiento de contactos directos con vasos sanguineos

locales y propiedades membranales pasivas. Con respecto a su identidad de célula troncal neural,
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estas células expresan proteinas como Nestina, la proteina de unidn a lipidos cerebrales (BLBP, por
sus siglas en inglés), y los factores de transcripcion (FT) SOX-2 y PAX-6 (Filippov et al., 2003;
Fukuda et al., 2003; Garcia et al., 2004; Gebara et al., 2016; Moss et al., 2016; Palmer et al., 2000;
Seri et al., 2001; Suh et al., 2007).

Las CTNAs se caracterizan por su baja tasa de proliferacidn. Estas células se mantienen fuera del
ciclo celular en un estado quiescente por periodos largos y al ser activadas por seiiales especificas
pueden reentrar al ciclo celular. La evidencia actual, obtenida a partir de diferentes estrategias
experimentales, tanto ex vivo con seguimiento de linaje e in vivo con microscopia intra vital, indica
gue hay diferentes subpoblaciones de CTNAs coexistiendo, que pueden distinguirse a nivel
morfoldgico, molecular y funcional, tanto por su activacién diferencial ante estimulos especificos
como por su perfil proliferativo. Dicha heterogeneidad se ha observado como diferentes estados
de activacion y quiescencia, en el que algunas CTNAs son mas propensas a activarse y dividirse
rapidamente hasta su pérdida de la poza celular y otras CTNAs cuya activacién es menos frecuente
con la habilidad de regresar a un estado quiescente reversible. Al comparar con la neurogénesis en
la zona subventricular no se puede descartar que los distintos tipos de CTNAs identificadas
correspondan a diferentes estados de activacion de una misma poblacién de CTNAs. Lo anterior
indica que hay una diversidad funcional de las CTNAs que mantiene la neurogénesis hipocampal
(Bonaguidi et al., 2016; DeCarolis et al., 2013; Dranovsky et al., 2011; Harris et al., 2021; |brayeva
et al., 2021; Llorens-Bobadilla and Martin-Villalba, 2017; Martin-Sudrez et al., 2019; Pilz et al.,
2018).

El mantenimiento de la poza de CTNAs es esencial para asegurar que el proceso neurogénico
hipocampal continde a lo largo del ciclo de la vida de los individuos. La memoria celular de las
CTNAs y las sefiales del nicho neurogénico tienen un papel fundamental al promover la
guiescencia celular que previene su excesiva activacion y la pérdida de dicha poblacion celular
(Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011; Harris et al., 2021). Las CTNAs con sus procesos finos
establecen contactos con los vasos sanguineos locales y astrocitos adyacentes, ademas, tienen
receptores a multiples sefales provenientes del nicho, que le permiten sensar el microambiente
local y, en consecuencia, modificar su comportamiento proliferativo (Filippov et al., 2003; Gebara
et al,, 2016; Moss et al., 2016; Palmer et al., 2000). Dentro de las sefiales del nicho, la via de Notch
participa en el establecimiento del balance entre la quiescencia y la activacidén, asi como en el

mantenimiento de un estado indiferenciado (Ables et al., 2010; Ehm et al., 2010; Lugert et al.,
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2010). La via de las proteinas morfogénicas dseas (BMPs, por sus siglas en inglés) también es
necesaria para el mantenimiento de la quiescencia de las CTNAs, asi como en la progresién de la
diferenciacion y maduracién de las neuronas granulares (Bonaguidi et al., 2005, 2008; Mira et al.,
2010). La via de WNT se encuentra inhibida por la secrecion constitutiva de la proteina inhibidora
SFRP3, lo que contribuye en el mantenimiento del estado quiescente, la regulacion de la
proliferacidn, diferenciacién y maduracién neuronal (Jang et al., 2013; Lie et al., 2005; Varela-
Nallar and Inestrosa, 2013). Por otro lado, las neuronas maduras presentes en el giro dentado
proveen de otro tipo de regulacion al proceso neurogénico a través de la accidon de
neurotransmisores que pueden vincular la actividad de una poblacién neuronal en particular con
el comportamiento proliferativo de las CTNAs (Berg et al., 2013). Por ejemplo, las interneuronas
Parvoalbumina+ liberan de manera tdnica dcido gamma-aminobutirico (GABA, por sus siglas en
inglés) que participa en el mantenimiento del estado quiescente de las CTNAs (Ge et al., 2007,

Song et al., 2012) (Fig. 1b).

En condiciones fisioldgicas, una disminucién en la sefializacién de la via de Notch (Breunig et al.,
2007) y GABA (Song et al., 2012) acompafiado de un aumento en la sefializacion de WNT (Jang et
al., 2013) induce la activacién de las CTNAs. La integracion de las diferentes vias de senalizacion
converge en algunos reguladores maestros como el FT ASCL1 o mTOR. Los estimulos
proneurogénicos inducen un aumento en la expresidn del gen Ascll y su delecidon desregula la
respuesta a sefiales proneurogénicas de las CTNAs lo que indica que participan en la progresion
del estado quiescente a la activacion. ASCL1 promueve la proliferacion de las CTNAs por la
regulacién directa de genes del ciclo celular (Andersen et al., 2014). Por otro lado, el FT FOX03
modula las vias de Notch y WNT, regula inhibidores de ciclo celular y comparte genes blanco con
ASCL1, lo que regula el programa transcripcional que mantiene la quiescencia celular inhibiendo el
proceso neurogénico (Renault et al., 2009; Webb et al., 2013). La falta de FOXO3 resulta en la
exhaustividad de la poza de CTNAs lo que lleva a la pérdida de esta poblacion celular y por lo

tanto, del mantenimiento del proceso neurogénico a largo plazo (Renault et al., 2009) (Fig. 1c).

La troncalidad y multipotencia de las CTNAs fueron inicialmente descritas in vitro a partir de su
capacidad de autorenovacion a largo plazo y de la habilidad de dar origen a neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos en cultivo (Palmer et al., 1997). Sin embargo, en el cerebro adulto y, en particular
en la ZSG, las CTNAs solo dan origen a neuronas glutamatérgicas y astrocitos, sin generar

oligodendrocitos (Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011; Lugert et al., 2012; Rolando et al.,
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2016; Suh et al.,, 2007). En condiciones fisiolégicas, las CTNAs proveen a la CG de neuronas
granulares excitadoras en mayor proporcion que astrocitos (Bonaguidi et al., 2011; Denoth-
Lippuner and Jessberger, 2021; Encinas et al., 2011; Suh et al., 2007). Con respecto a la generacion
de oligodendrocitos a partir de las CTNAs, se ha identificado in vivo un mecanismo intrinseco de
regulacién mediado por la ribonucleasa Drosha y el FT Factor Nuclear IB (NFIB) que restringe la
adquisicion de ese linaje. Drosha, a través de una via independiente de Dicer y microRNAs, corta y
desestabiliza al mMRNA de NFIB lo que reprime su expresion y la adquisicién del linaje glial del tipo
oligodendrocitico, un modificacién postranscripcional que forma parte de la compleja red de
interacciones de expresion génica asociada a la regulacion de la potencialidad de las CTNAs

(Rolando et al., 2016).

La integracién de las sefiales del nicho ademas de conducir a la activacion de las CTNAs también
determina la tasa y el tipo de divisidon que llevaran a cabo y por lo tanto los tipos celulares a los
que daran origen, 1) una divisidn celular simétrica que da origen a dos CTNAs expandiendo dicha
poblacién (Dranovsky et al., 2011); 2) una divisién celular asimétrica y astrogénica que genera a un
célula astrocitica no proliferativa y una CTNA que regresa a un estado quiescente manteniendo la
poza, aunque también se pueden generar astrocitos a través de la diferenciacién terminal
agotando la poblacion de CTNAs (Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011) y; 3) una divisién
celular asimétrica neurogénica que da origen a otra CTNA quiescente y a una CPN de amplificacién

transitoria o célula tipo 2 (Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011).
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Figura 1. Neurogénesis hipocampal en condiciones fisioldgicas. a) Esquema que representa la progresion
desde la célula neural troncal adulta hasta neuronas completamente maduras a través de varias etapas de
desarrollo. b) Diagrama de los componentes celulares y moleculares presentes en el nicho neurogénico de la
zona subgranular. Las flechas indican las células blanco de diferentes biomoléculas que ejercen un efecto
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inhibidor o activador. c) Representacidn gréfica de algunas de las sefiales moleculares y factores de
transcripcion que participan tanto en el mantenimiento de la quiescencia como en la activacion de las CTNs.
Tomado de Pérez-Dominguez M et al 2017.

e Las células progenitoras neurales (CPNs)

En la neurogénesis hipocampal adulta, las células progenitoras neurales (CPNs) incluyen a las
células progenitoras de amplificacidn transitoria y a los neuroblastos (G6tz, 2018; Overall et al.,
2016). Las CPNs de amplificacion transitoria o células tipo 2 se encuentran en la ZSG, cuentan con
un proceso corto y se distribuyen frecuentemente en cimulos (Palmer et al., 2000; Seki et al.,
2007; Seri et al., 2004; Suh et al., 2007). Estas células tienen una capacidad de autorenovacion
limitada, llevan a cabo varias rondas de division simétrica contribuyendo a la expansién clonal de
la poza celular disponible a continuar con el proceso neurogénico antes de avanzar en el
compromiso de linaje y dar origen a los neuroblastos (Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011,
2006; Filippov et al., 2003; Steiner et al., 2006) (Fig. 1a). Evidencia reciente indica que estas células
pueden llevar a cabo divisiones simétricas o asimétricas sin un orden aparente (Pilz et al., 2018)
sugiriendo que el comportamiento proliferativo es mas complejo de lo anteriormente descrito,
mas aun tomando en cuenta que no se han determinado los mecanismos de regulacidon que

determinan el nimero y tipo de divisiones celulares que llevan a cabo.

Las células tipo 2 se han clasificado en dos subtipos segun su perfil molecular. Las células tipo 2a
dejan de expresar GFAP mientras contindan expresando Nestina, BLBP, PAX-6, SOX-2 y ASCL1, un
perfil que se ha interpretado como una etapa temprana de la progresién en el compromiso de
linaje neuronal que involucra la regulacion a la baja del programa transcripcional que mantiene la
identidad de célula troncal, multipotencia y capacidades proliferativas acompanada de la
activacion del perfil transcripcional asociado a la diferenciacidon neuronal (Beckervordersandforth
et al., 2016; Kempermann et al., 2015). La regulacién al alta de los FT NGN-2 y TBR2 comienza en
estas células, permitiendo la transicion de las CPN 2a a 2b. (Hodge et al., 2008; Ozen et al., 2007).
El FT TBR2 contrarresta la inhibicidn de la diferenciacidn neuronal mediada por SOX-2 al reprimir

directamente su expresion (Hodge et al., 2012b, 2012a).

La sefializacion de la via WNT puede inducir directamente genes neurogénicos como Neurog2,
NeuroD1 y Prox1 en las células tipo 2 que son esenciales para la diferenciacién neuronal (Gao et

al., 2009; Karalay et al., 2011; Kuwabara et al., 2009). La sefalizacion de WNT remueve la
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represion de Sox2 sobre el promotor de NeuroD1 (Kuwabara et al., 2009). Por otro lado, el
promotor de Dcx tiene un sitio de unidn para NEUROD1, lo que sugiere este FT induce la expresiéon
de DCX identificando el inicio de las células Tipo 2b (Steiner et al., 2008). La secuencia de los
factores de transcripciéon PAX6 > NGN-2 > TBR2 > NEUROD1 > PROX1 conducen la diferenciacién
de las CPNs en neuronas granulares; esta red transcripcional recapitula algunos de los aspectos de
la neurogénesis durante el desarrollo embrionario, lo que sugiere un programa genético
conservado en la diferenciacién neuronal glutamatérgica (Beckervordersandforth et al., 2016;

Dulken et al., 2018; Hochgerner et al., 2018).

Las proteinas asociadas a la adquisicion del linaje neuronal PROX-1, NEUROD1, DCX (Doblecortina),
PSA-NCAM, entre otros, aparecen una etapa posterior de desarrollo presente en los progenitores
neurales tipo 2b y participan en la regulacién de la sobrevivencia y diferenciacién de las nuevas
células (Filippov et al., 2003; Gao et al.,, 2009; Hodge et al., 2008; Karalay et al., 2011;
Kempermann et al., 2004; Kuwabara et al., 2004; Lavado et al., 2010; Rao and Shetty, 2004; Seri et
al., 2004; Steiner et al., 2004).

Durante esta etapa de proliferacion neurogénica ocurre un periodo critico de sobrevivencia
celular. Se ha descrito que durante la transicién de progenitores de amplificacién transitoria a
neuroblastos un gran nimero de células nuevas mueren por apoptosis. Las células apoptéticas con
nucleos fragmentados, ADN condensado y niveles elevados de CASPASA-3 activa+ son fagocitadas
rapidamente por la microglia residente del nicho neurogénico (Beccari et al., 2018; Diaz-Aparicio
et al, 2020; Sierra et al.,, 2010). Aunque el proceso participa en el mantenimiento de Ia
homeostasis de la neurogénesis hipocampal, se desconoce el mecanismo intrinseco que determina

la sobrevivencia de las nuevas células en esta etapa de desarrollo.

Las células tipo 2b dan origen a otro tipo de CPNs, los neuroblastos o células tipo 3. Los
neuroblastos tienen una baja actividad proliferativa, migran tangencialmente en la ZSG y se
caracterizan por la presencia de los marcadores DCX, PSA-NCAM y SOX-3 (Kempermann et al.,
2015) (Fig. 1b). Una vez que dejan de migrar, estas células salen de ciclo celular y comienzan
propiamente con el proceso de diferenciacion a neuronas glutamatérgicas. Las neuronas post-
mitdticas contindan expresando DCX, PSA-NCAM y SOX-3. Entonces, la proteina DCX es un
marcador fenotipico cuya expresidn se extiende desde la fase proliferativa, cuando se adquiere un
linaje neuronal, hasta un periodo post-mitético de maduracion que dura de 2 a 3 semanas.

Ademads las nuevas neuronas glutamatérgicas comienzan a presentar las proteinas POMC vy
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Calretinina (Brandt et al., 2003; Kempermann et al., 2015; Liu et al., 2010) y migran radialmente
distancias cortas internalizdndose en la CG interna. Al mismo tiempo, como parte del proceso de
diferenciacion y maduracién neuronal, extienden sus dendritas hacia la CM del giro dentado vy su
axén hacia la zona CA3 del hipocampo, lo que permite su integracién sindptica a circuitos
preexistentes del hipocampo conforme a la demanda cognitiva (Goncalves et al., 2016; Sultan et

al., 2015; Toni and Schinder, 2015) (Fig. 1a).

Debido a que el presente trabajo se centra en la regulacion de la proliferacion como la primer fase
de la neurogénesis hipocampal, no se profundizara en las fases de maduracion e integracion
funcional de las nuevas neuronas y su impacto en la fisiologia hipocampal por lo que se remite al
lector(a) a los siguientes trabajos de revisién (Dominguez-Rivas et al., 2021; Goncalves et al., 2016;

Toda and Gage, 2018; Toni and Schinder, 2015).
e El nicho neurogénico

El nicho neurogénico es el microambiente en el que residen tanto las CTNAs. La ZSG estd
constituida por diferentes tipos celulares que establecen una comunicacién bidireccional, ya sea
por interacciones célula-célula o por mediadores solubles, con las CTNAs y su progenie (Fig. 1b). La
arquitectura del nicho neurogénico esta en constante remodelacion por efecto de factores

extrinsecos (Fig. 1b).

La microglia son las células del sistema inmune innato que residen en el sistema nervioso, se
distribuyen de manera diferencial en el parénquima cerebral siendo el hipocampo una de las
regiones mas densamente poblada. En condiciones fisioldgicas, estas células se encuentran en un
estado de reposo con una morfologia caracterizada por cuerpos celulares pequefios vy
prolongaciones altamente ramificadas que estdn en movimiento continuo monitoreando el
microambiente local (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). La microglia participa en la
plasticidad sinaptica, sinaptogénesis y poda sinaptica asi como en la regulacién funcional de
astrocitos (Kettenmann et al., 2013). Con respecto a la neurogénesis hipocampal, como se
menciond anteriormente la microglia fagocita eficientemente a las CPNs apoptdticas manteniendo
la homeostasis en las primeras etapas del proceso neurogénico (Sierra et al., 2010). Ademas, estas
células establecen contactos con las células precursoras neurales regulando el proceso
neurogénico al promover la proliferacién y sobrevivencia de las CPNs a través de contactos célula-
célula entre el receptor microglial CX3CR1 y la quimiocina neuronal Fractalquina (Bachstetter et
al., 2011) (Fig. 1b).
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Otro componente celular del nicho neurogénico son los astrocitos, el tipo de célula glial mas
abundante en el SNC, que tienen una serie de atributos funcionales esenciales para el desarrollo y
el funcionamiento normal del mismo. Los astrocitos son células con multiples procesos cuya
morfologia se puede distinguir como protoplasmicos, fibrosos y radiales. Estas células tienen una
gran diversidad funcional al participar en el mantenimiento de la homeostasis idnica,
sinaptogénesis y la poda sinaptica asi como proveer de factores neurotréficos (Liddelow and

Barres, 2015; Sofroniew, 2020).

Los astrocitos de la ZSG participan en la regulacion de la neurogénesis hipocampal a través de
contactos directos célula-célula que promueven la diferenciacion neuronal (Ashton et al., 2012).
Ademas, los astrocitos hipocampales también regulan el proceso neurogénico por la secrecion de
factores solubles que promueven una mayor proliferacién y diferenciacién neuronal cuando son
sembrados en cocultivos con las CTNAs, mientras que los astrocitos de la médula espinal inhiben la
diferenciacion neuronal. Lo anterior indica que los astrocitos en el SNC tienen una diversidad
regional y funcional, siendo los astrocitos hipocampales proneurogénicos en condiciones

fisiologicas (Barkho et al., 2006; Ehret et al., 2015; Song et al., 2002) (Fig. 1b).

La neurogénesis estd constantemente modulada por diversos factores extrinsecos que modifican
los componentes celulares y moleculares del nicho neurogénico y por lo tanto inciden en
diferentes etapas del proceso neurogénico (Goncalves et al., 2016). La integracidn de las distintas
sefiales en un momento determinado conduce a diferentes respuestas celulares, ya sea que las
CTNAs permanezcan quiescentes; lleven a cabo una divisidn celular simétrica, o una asimétrica
neurogénica o astrogénica; asi como que las CPNs proliferen o salgan de ciclo, mueran por
apoptosis o sobrevivan y que las neuronas se diferencien o maduren a una temporalidad diferente

(Kronenberg et al., 2003).

Algunos de los factores extrinsecos que promueven el proceso neurogénico son el
enriquecimiento ambiental (Kempermann et al., 1997; Leal-Galicia et al., 2007), el ejercicio
voluntario (van Praag et al.,, 1999) y algunas condiciones patoldgicas como el dafio cerebral
(Aguilar-Arredondo and Zepeda, 2018; Zepeda et al.,, 2013). El efecto proneurogénico puede
ocurrir a diferentes niveles (Overall et al.,, 2016), por ejemplo, el ejercicio promueve la
proliferacidn celular mientras que el enriguecimiento ambiental provoca una mayor sobrevivencia
celular, por lo que en ambos casos se observa un incremento en la tasa neurogénica, aunque a

través de diferentes mecanismos celulares. Para una revisidon sobre la regulacion de Ia
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neurogénesis por el ejercicio, se remite al lector(a) al trabajo de revisién del anexo 1 (Pérez-
Dominguez et al.,, 2017). Por otro lado, algunos factores extrinsecos que disminuyen la
neurogénesis son el estrés intenso (Gould and Tanapat, 1999), el envejecimiento (Kuhn et al.,

1996) y la neuroinflamacion (Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003).

Il. Neuroinflamacion

La inflamacidn es la respuesta celular, molecular y funcional del sistema inmune ante un patdgeno
o daiio tisular que perturba la homeostasis. De manera general, la respuesta inflamatoria permite
aislar y destruir la causa de la alteracion, asi como remover las células danadas y restaurar la
homeostasis. El establecimiento y resolucidn de la respuesta inmune depende del contexto, tipo,
intensidad y duracién del estimulo (Fan and Pang, 2017; Kohman and Rhodes, 2013). El sistema
inmune se divide en el innato, que establece una respuesta inmediata e inespecifica, y el
adaptativo, que responde de manera especifica y genera memoria celular a largo plazo (lwasaki

and Medzhitov, 2015; Kumar et al., 2011).

La inflamacion inicia tras el reconocimiento de distintos patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs).
Dichas sefiales moleculares se unen a receptores de reconocimiento a patrones, principalmente
receptores tipo Toll (TLRs), lo que activa varias vias de sefializacion que convergen en la
produccidn y liberacién de mediadores inflamatorios solubles, como citocinas, quimiocinas,

compuestos lipidicos y especies reactivas de oxigeno.

El SNC se consideraba inmunoprivilegiado por estar separado del sistema inmune periférico, por
tener la capacidad de tolerar la exposicidon a antigenos sin establecer una respuesta inflamatoria
local como consecuencia de la presencia de la BHE y la ausencia de drenaje linfatico (Kipnis and
Filiano, 2018; Louveau et al., 2015a). Sin embargo, el dogma ha cambiado tras la caracterizacion
de; 1) la permeabilidad altamente selectiva de la BHE (Daneman and Prat, 2015); 2) la capacidad
de infiltracidon de células del sistema inmune periférico al parénquima cerebral (Marin and Kipnis,
2016; Rustenhoven and Kipnis, 2019) y; 3) la presencia de un sistema linfatico en el SNC (Da
Mesquita et al., 2018; Louveau et al., 2015b). La evidencia actual indica que de manera fisioldgica
el sistema inmune y el sistema nervioso establecen una comunicacion bidireccional que participa

en la regulacion del funcionamiento cerebral al incidir en el neurodesarrollo, la plasticidad celular,
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la neurogénesis y algunos tipos de memoria y aprendizaje (Diaz-Aparicio et al., 2020; Yirmiya and

Goshen, 2011).

El proceso inflamatorio en el cerebro depende de la accidon coordinada de diferentes células,
incluyendo la microglia, los astrocitos, los oligodendrocitos, las neuronas, componentes de la BHE,
células inmunes periféricas infiltradas, macrdfagos perivasculares y linfocitos (Chen et al., 2014;
Matsumoto et al.,, 2014; Olson and Miller, 2004; Sofroniew, 2014). Estas células responden a
través de cambios funcionales dependientes de contexto produciendo una plétora de mediadores
solubles inflamatorios y neurotransmisores que en conjunto determinan el establecimiento, la
progresion y la resolucion de la inflamacidon cerebral (Goncalves et al., 2016; Hanisch and

Kettenmann, 2007; Khakh and Sofroniew, 2015).

La microglia al ser activada por el reconocimiento de PAMPs o DAMPs orquesta el establecimiento
de la respuesta inmunoldgica en el SNC. La respuesta de la microglia implica cambios funcionales y
pueden presentar diferente morfologia con respecto a su etapa de activacion: 1) la etapa |,
corresponde al estado fisioldgico o de centinela; en la cual la microglia tiene somas pequefios y
prolongaciones altamente extendidas y ramificadas que estan en movimiento continuo
monitoreando el microambiente local; 2) en la etapa Il, las células microgliales se caracterizan por
tener procesos largos, engrosados y poco ramificados; 3) en la etapa lll, estas células inmunes
tienen procesos cortos y engrosados, asi como una morfologia redondeada y 4) en la etapa IV la
microglia tiene una forma ameboide con los filipodios completamente retraidos (Mathieu et al.,
2010). Con respeto a su perfil funcional, de manera general, la microglia puede adquirir un
fenotipo proinflamatorio o M1 caracterizado por la liberaciéon de citocinas como IL-6, TNF-a y IL-
1B, asi como por la liberaciéon de los productos de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1), dxido
nitrico sintetasa inducible (iNOS) y NADPH oxidasa. Ademas, segun el contexto de activacion,
puede adquirir un fenotipo antinflamatorio o M2 caracterizado por la liberacién de las citocinas IL-
4, IL-10 e IL-13 y; los factores de crecimiento TGF-B, BDNF e IGF-1, asi como por la liberacién de los
productos de la enzima Arginasa-1 (Belarbi and Rosi, 2013; Borsini et al., 2015; Butovsky et al.,
2006; Carpentier and Palmer, 2009; Russo et al., 2011a; Ryan and Nolan, 2016; Whitney et al.,
2009). Sin embargo, la activacidon microglial no es una respuesta binaria, sino que es heterogénea
porque coexisten subpoblaciones celulares con distintos perfiles moleculares como consecuencia

de, 1) la memoria celular que regula la respuesta, al ser células longevas han sido expuestas a
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diferentes estimulos inmunoldgicos; 2) la localizacién y densidad celular; 3) el contexto de la

respuesta (Scheffel et al., 2012).

Los astrocitos también son células inmunocompetentes que participan en la neuroinflamacion y
pueden activarse también tras el reconocimiento de PAMPs y DAMPs respondiendo ante lesiones
y enfermedades del SNC. Los astrocitos reactivos exhiben al menos dos subtipos generales, 1)
astrocitos reactivos proliferativos formadores de bordes que rodean areas de dafio tisular, y; 2)
astrocitos reactivos no proliferativos que retienen su estructura bdsica e interacciones celulares en
el tejido nervioso intacto, pero con cambios variables en su perfil molecular y diferentes grados de

hipertrofia celular (Sofroniew, 2020).

Los procesos inflamatorios en el cerebro adulto se han asociado con la progresién de distintas
patologias vinculadas con un declive cognitivo. Aunque con diferente etiologia, el dafio neuronal,
asi como la activacién crénica de microglia y astrocitos, son marcadores clasicos de enfermedades
neurodegenerativas (Ransohoff, 2016). Para el estudio de la neuroinflamacion se han utilizado
diferentes modelos de induccién como la exposicion a mediadores proinflamatorios (Vallieres et
al.,, 2002) o la administracion de endotoxinas, como los lipopolisacaridos (LPS, siglas del inglés
Lipopolysaccharides) (Monje et al., 2003; Zhao et al.,, 2019), que generan algunas respuestas
celulares y moleculares presentes en condiciones patoldgicas y que permiten estudiar los efectos

asociados a la inflamacién cerebral (Buttini et al., 1996; Qin et al., 2007; Turrin et al., 2001).

111. LPS como estrategia experimental para inducir neuroinflamacion

Una de las estrategias experimentales mds utilizadas para inducir una respuesta inflamatoria es el
uso de LPS. EI LPS es un glicolipido grande compuesto por tres dominios estructurales, 1) el lipido
A, un disacarido (glucosamina fosforilada) esterificado con 4cidos grasos (acidos caproico, laurico,
miristico, palmitico o estearico) que funciona propiamente como endotoxina; 2) el nucleo, una
cadena de polisacaridos y; 3) el antigeno O, cadenas de oligosacaridos, que es especifico para el
serotipo de las bacterias. El LPS es un componente de la membrana celular externa de las
bacterias Gram negativas y por su estructura es un potente activador del sistema inmune innato

(Buttini et al., 1996; Qin et al., 2007; Turrin et al., 2001) (Fig. 2).
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El LPS activa al sistema inmune innato tras su reconocimiento por la LBP, CD-14 y el TLR-4. La
union del LPS induce la dimerizacion y el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88. LA via
de sefializacion dependiente de MyD88 lleva a la activacion de IKK que fosforila al FT NF-kB que
induce la expresién de los genes de citocinas proinflamatorias (Fig. 2). En el cerebro el TLR-4 se
expresa principalmente por la microglia y los astrocitos; asi como por macréfagos perivasculares,
neuronas y CTNAs (Carpentier et al., 2005; Okun et al.,, 2011; Olson and Miller, 2004). La
administracion de LPS, tanto periférica como central, induce inflamacién cerebral (Buttini et al.,
1996; Qin et al., 2007; Skelly et al., 2013; Turrin et al., 2001). Algunos mediadores proinflamatorios
periféricos alteran el funcionamiento de las uniones estrechas de la BHE que puede promover la
infiltracion al SNC de células del sistema inmune periférico, como linfocitos y macréfagos
perivasculares. Las moléculas inflamatorias circulantes también pueden difundirse directamente al
parénquima cerebral a través de los drganos circunventriculares, que carecen de BHE, o
transportarse por receptores solubles (Ciesielska et al., 2021; Wright et al., 1990). Ademas, el
incremento en las citocinas proinflamatorias periféricas puede activar las fibras aferentes del

nervio vago (Goehler et al., 2000; Tracey, 2002) (Fig.2).

En condiciones fisioldgicas, el microbioma es la principal fuente del LPS que se puede encontrar en
circulacion por un aumento en la permeabilidad intestinal que puede ocurrir por diferentes
factores sin que comprometa el estado de salud del organismo, incluso se ha postulado que esa
fuga” de LPS tiene una funcidn de entrenamiento del sistema inmune. Cuando hay un proceso
infeccioso bacteriano, este representara la principal fuente de LPS circulante ya sea como
componente de bacterias vivas o de fragmentos de membrana de bacterias muertas. Ademas un

proceso de disbiosis también se ha asociado a un incremento de LPS circulante (Ransohoff, 2016).

Por lo anterior, utilizar el LPS ha permitido estudiar los efectos de la neuroinflamacién sobre el
sistema nervioso a nivel conductual, celular y molecular; y, por lo tanto, sus efectos en la

neurogénesis hipocampal.
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Figura 2. Estructura de LPS y sefializacion. Esquema representativo de la estructura del LPS, un componente
de la membrana celular externa de las bacterias Gram negativas que indica el lipido A que funciona
propiamente como endotoxina, el nucleo y el antigeno O. Una vez que el LPS es reconocido por la LBP, el
CD-14 y el TLR-4 se activa una via de sefalizacion que culmina con la expresion de los genes de citocinas
proinflamatorias mediadas por NF-kB.

29



IV. Modulacion de la neurogénesis hipocampal por la neuroinflamacion inducida

por LPS

La respuesta neuroinflamatoria modifica la comunicacion celular, de manera local y temporal,
entre las CTNAs y los componentes celulares del nicho neurogénico que adquieren un fenotipo
secretor anti-neurogénico afectando cada etapa de la neurogénesis hipocampal. Diferentes
aproximaciones experimentales, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que la respuesta
neuroinflamatoria inducida por la administracién de LPS tiene un efecto negativo en todas las
etapas de la neurogénesis hipocampal ya que reducen la proliferacion, la diferenciacién y la
sobrevivencia de las nuevas células, asi como altera la maduracion de las nuevas células (Ekdahl et
al., 2003; Fujioka and Akema, 2010; Jakubs et al., 2008; Kim et al., 2013; Llorens-Martin et al.,
2014; Monje et al., 2003; Tang et al., 2016; Valero et al., 2014; Wu et al., 2007; Zonis et al., 2013).
Ademas, la inflamacién cerebral inducida por LPS puede alterar la plasticidad sinaptica del
hipocampo causando un impacto negativo en la ejecucidn de tareas cognitivas asociadas con dicha
estructura (Kohman and Rhodes, 2013; Lin and lacovitti, 2015; Valero et al., 2014; Zhao et al.,
2019) (Fig. 3a).

El trabajo pionero que estudié el efecto de la neuroinflamaciéon inducida por LPS sobre la
neurogénesis hipocampal mostré que una Unica inyeccidn intraperitoneal de esta endotoxina
provoca una reduccion de la tasa neurogénica evaluada como el nimero de nuevas células con
linaje neuronal identificadas con BrdU, un marcador exégeno de proliferacién y DCX una proteina
asociada a microtubulos que identifica identidad neuronal. Ademas reportd que el efecto se
previene con el tratamiento con indometacina, un farmaco antiinflamatorio (Monje et al., 2003).
Un estudio posterior mostré que la administracion sistémica de LPS promueve, 1) una disminucion
de la proliferacion de las CPNs evaluada como el nimero de células que expresaban la histona H3
fosforilada en la serina 10, un marcador enddégeno de proliferacion, 5 h después del reto
inmunoldgico y; 2) una reduccidn en el numero de células BrdU+ 24 h después del tratamiento con
la endotoxina (Fujioka and Akema, 2010). Estos resultados indican que las células precursoras
neurales responden rapidamente ante un contexto proinflamatorio disminuyendo la proliferacion

y, por lo tanto, la generacién de nuevas neuronas (Fig. 3a).

Con respecto a la diferenciacién celular se ha observado que la activacién microglial tiene una
correlacién negativa con la neurogénesis hipocampal (Ekdahl et al., 2003; Jakubs et al., 2008;

Llorens-Martin et al.,, 2014; Monje et al.,, 2003). Asi, estudios in vivo muestran que tras la
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administracién intracerebroventricular de LPS, el numero de células microgliales activadas que se
encuentran en la ZSG aumenta, mientras que el nimero de nuevas neuronas disminuye (Ekdahl et
al.,, 2003). Por otro lado, estudios in vitro muestran que el cocultivo de CTNAs con microglia
activada con LPS o con medio condicionado disminuye la diferenciacién neuronal mientras que

promueve un incremento en la diferenciacién astroglial (Cacci et al., 2005; Monje et al., 2003).

Por otro lado, cuando se hace un seguimiento a largo plazo de las nuevas neuronas nacidas
después de la administracidon sistémica de LPS se observa una disminucion sostenida en la
proliferacidn, asi como una reduccidn en la sobrevivencia y maduracion neuronal (Bastos et al.,
2008; Ormerod et al., 2013; Valero et al., 2014). Asimismo, el contexto neuroinflamatorio altera la
maduracién e integracidon funcional de las nuevas neuronas al inducir una disminucién en el
volumen, longitud y complejidad del arbol dendritico (Jakubs et al., 2008; Llorens-Martin et al.,
2014; Valero et al., 2014) y al promover una pérdida sindptica por la reducciéon de espinas

dendriticas (Chugh et al., 2013) sugiriendo un déficit en la conectividad de las nuevas neuronas.

Las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1B y TNFa producidas por la microglia, astrocitos y otras
células durante la respuesta neuroinflamatoria aguda inducida por LPS funcionan como los
principales mediadores de los efectos negativos sobre la neurogénesis (Fig. 3b). La
sobreproduccion de la IL-6 en astrocitos en un modelo de ratones transgénicos mostré que ésta
reduce sustancialmente la proliferacién, sobrevivencia y diferenciacion de células precursoras
neurales (Vallieres et al., 2002). Por otro lado, aproximaciones in vitro han mostrado que el uso de
medio condicionado de microglia estimulada con LPS disminuye la diferenciacién neuronal y el
tratamiento con anticuerpos bloqueadores de la citocina IL-6 previenen dicho efecto (Monje et al.,
2003; Nakanishi et al., 2007). Con respecto al mecanismo molecular, se reporté que la IL-6
incrementa el numero precursores neurales que expresan p21, una proteina inhibidora de cinasas
dependientes de ciclinas, promoviendo un arresto del ciclo celular con la consecuente disminucion
neurogénica asociada a la inflamacion cerebral (Zonis et al., 2013). Ademads, esta interleucina
disminuye directamente la neurogénesis hipocampal por la activacién directa del receptor soluble
IL-6Ra y no por la unidn al receptor membranal IL-Ra (Campbell et al.,, 2014). También, la
supresion de la citocina IL-6 en ratones que no expresan los receptores con actividad de cinasas de
tirosina de la familia TAM (Tyro-3, Axl y Mer) impide la inhibicion neurogénica asociada a
neuroinflamacion, indicando que estos receptores son reguladores del control neurogénico que

ejerce la IL-6 (Ji et al., 2013). Por otro lado, esta interleucina también promueve la diferenciacion
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astrocitica, y se ha reportado que este efecto esta mediado por el miR-155 en cocultivos de CTNAs

con microglia activada por LPS (Woodbury et al., 2015).

A nivel celular se ha demostrado en estudios in vitro que el tratamiento con el TNF-a disminuye la
proliferacion y la diferenciacion de los precursores neurales (Monje et al., 2003). El TNF-a ejerce
su efecto a través de dos receptores con sefializacién antagdnica, el TNF-R1 que media dafio
neuronal y el TNF-R2 con efecto neuroprotector. Ambos receptores se encuentran en los
precursores neurales y se ha demostrado que la sefializacion del TNF-R1 inhibe su proliferacion
(losif et al., 2006). Uno de los posibles mecanismos a través del cual el TNF-a inhibe la
neurogénesis es a través de un incremento en la actividad del FT HES1 (Keohane et al., 2010) (Fig.

3b).

Otro componente molecular de la cascada neuroinflamatoria que disminuye significativamente la
neurogénesis, es la citocina IL-1B. Esta interleucina inhibe la proliferacién celular de las CPNs por la
activacion del receptor IL-1R (Koo and Duman, 2008). La elevacion de los niveles de IL-1B, ya sea
por inflamacidn cerebral, por su administracion directa o por su sobreexpresion, disminuye
significativamente la proliferacion celular (Goshen et al., 2008; Koo and Duman, 2008; Spulber et
al., 2008; Wu et al., 2012). El efecto inhibidor sobre la neurogénesis hipocampal se previene por la
delecién del receptor a IL-1P tipo 1, asi como por la sobreexpresidn cerebral o por el tratamiento
in vitro con el antagonista del receptor IL-1R (Goshen et al., 2008; Koo and Duman, 2008; Spulber
et al.,, 2008; Wu et al.,, 2012). Ademas, la sobreexpresion de la citocina IL-13 promueve
astrogénesis en lugar de neurogénesis en la ZSG (Wu et al., 2012). Con respecto al mecanismo
molecular por el cual esta interleucina altera el proceso neurogénico, se ha identificado que ésta
promueve un arresto del ciclo celular inducido por estrés oxidante, efecto que estd mediado por la
proteina supresora de tumores p53 que a su vez activa a la proteina p21 lo que previene la
progresion del ciclo celular de precursores neurales de origen embrionario (Guadagno et al.,
2015). Con respecto a las CTNAs se reportd que la delecidn condicional de MyD88m, una proteina
adaptadora que participa en la sefalizacién de la IL-1B, promueve un incremento en la
astrogénesis a expensas de la neurogénesis, lo que sugiere que es un mecanismo que participa en
limitar la astrogénesis durante la inflamacién (Wu et al., 2013). La proteina GSK-3B también es un
componente clave en dicha sefializaciéon reguladora, su inhibicién previene la disminucién en la
proliferacidn y diferenciacidon de los progenitores neurales (Green and Nolan, 2012). Ademas, el

tratamiento neonatal con la citocina IL-1B induce inflamacidn sistémica en la etapa postnatal y
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neuroinflamacién que reduce la proliferacién de células progenitoras neurales Thr2+ en el giro
dentado del hipocampo, a través de un arresto del ciclo celular evaluado en neuroesferas sin
provocar un efecto aparente en las CTNAs. El efecto anterior induce ansiedad en la etapa juvenil y
deficiencias en la ejecucion de tareas de memoria espacial en la etapa adulta (Veerasammy et al.,

2020).

Los mediadores solubles proinflamatorios secretados en el nicho neurogénico afectan
significativamente la fisiologia de las células precursoras neurales. Las células tipo 1 son capaces
de responder a moléculas asociadas a la respuesta inmune mediante receptores a citocinas,
qguimiocinas y tipo Toll (Chen and Palmer, 2013; losif et al., 2006; Koo and Duman, 2008; Monje et
al., 2003; Rolls et al., 2007; Wu et al., 2013) (Fig. 3b).

Ademas de las citocinas proinflamatorias hay otros componentes de la respuesta inmune que
participan en la desregulacidén neurogénica. La COX-1 participa en la respuesta neuroinflamatoria y
su deleciéon o inhibicion farmacolédgica reduce significativamente la activacién microglial, la
liberacion de factores solubles como citocinas proinflamatorias y mediadores de estrés oxidante,
asi como la desregulacion de la BHE y el reclutamiento de células periféricas del sistema inmune
(Choi et al., 2008). La deficiencia de COX-1 previene la inhibicidn neurogénica inducida por LPS
indicando que participa tanto en el establecimiento de la respuesta neuroinflamatoria como en la
modulacién del nicho neurogénico (Russo et al., 2011b). La prostaglandina E2 producida por la
COX-1 tras la inflamacién cerebral inducida por LPS, promueve una disminucién de las CPNs,
células que expresan el receptor a prostaglandinas EP1 y la delecién de dicho receptor protege a
las CPNs del efecto mediado por la E2 (Keene et al., 2009). Por otro lado, los mediadores de estrés
oxidante también participan en el efecto anti-neurogénico, por ejemplo se observé que el uso de
antagonistas o la delecidn de la NOS promueve un incremento en las nuevas neuronas generadas

en un contexto proinflamatorio (Packer et al., 2003; Zhu et al., 2006) (Fig. 3b).

Como se menciond anteriormente, en la ZSG del cerebro adulto, las CTNAs pueden dar origen a
neuronas glutamatérgicas y astrocitos en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, las nuevas
neuronas se generan en mayor niumero que los nuevos astrocitos (Bonaguidi et al., 2011; Encinas
et al., 2011; Suh et al., 2007). Varios procesos participan en la decision del linaje y diferenciacion
celular y estos pueden ser modulados durante los procesos inflamatorios. Los niveles altos de IL-6,
TNF-a, IL-1B promueven diferenciacion astrocitica por la activacion de la via de sefializacion

JAK/STAT3. La Glicoproteina 130 (GP130), el correceptor de IL-6R, activa la via de sefializacién de
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Notch en los precursores neurales lo que incrementa la expresién del FT Hes1 (Chojnacki et al.,
2003). Aproximaciones in vitro han demostrado que el cultivo de CTNAs con medio condicionado
de microglia activada o IL-6 tienen un incremento en los niveles de HES1 con la consecuente
disminucién en la diferenciacién neuronal (Monje et al., 2003). Ademas, el tratamiento con TNF-a
induce astrogénesis e inhibe neurogénesis indirectamente a través de la via de JAK/STAT3 que
disminuye el FT ASCL1 mientras promueve la expresion de Hes1 (Keohane et al., 2010; Peng et al.,
2008). HES1 regula negativamente la diferenciacion neuronal por funcionar como un represor
transcripcional al unirse a la caja N de los promotores de genes proneurogénicos o por reprimir
pasivamente al formar heterodimeros transcripcionalmente inactivos (Nakamura et al., 2000).
Entonces, IL-6 y TNF-a ejercen un efecto anti-neurogénico en parte al incrementar la expresion de

Hes1 que promueve la generacion de astrocitos (Fig. 3c).

Ademas, el hecho de que un contexto proinflamatorio desregule la generacién de nuevas
neuronas puede constituir un mecanismo adaptativo que preserve el funcionamiento neuronal al
restringir alguln tipo de neurogénesis aberrante que altere aun mdas la homeostasis cerebral. Por
ejemplo, durante episodios epilépticos el ADN liberado por las neuronas dafiadas es reconocido
como DAMP por el receptor TLR9 expresado en la microglia promoviendo la secrecion de TNF-a

que a su vez contribuye en la inhibicidn de la neurogénesis aberrante (Matsuda et al., 2015).

Entonces, la neuroinflamacidon modifica el nicho neurogénico con la consecuente desregulacién de
la generacion de nuevas neuronas. La combinacién de la magnitud del estimulo, los factores
secretados en el microambiente, el balance entre las sefales pro y antiinflamatorias y la
temporalidad son elementos criticos para determinar el efecto neto sobre la neurogénesis
hipocampal (Belarbi and Rosi, 2013; Liberto et al., 2004; Liddelow et al., 2017; Sofroniew, 2014,
2005).
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a) Efecto de la neuroinflamacidn sobre la neurogénesis hipocampal
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Figura 3. La neuroinflamacion regula negativamente la neurogénesis hipocampal. a) Diagrama que
representa los cambios en el comportamiento proliferativo de las células precursoras neurales en un
microambiente proinflamatorio. b) Esquema que ilustra cdmo la neuroinflamacién cambia la interaccion
entre las células precursoras hipocampales y los componentes celulares y moleculares del nicho
neurogénico. c) Representacion grafica de algunas sefiales moleculares y factores de transcripcién que
participan en la desregulacién de la proliferacidon y diferenciacién de las células precursoras neurales.
Tomado de Pérez-Dominguez et al 2017.
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V. La fase proliferativa y la progresion del ciclo celular

Como se indicé anteriormente, el presente trabajo se centra en la regulacién de la proliferacion
por la neuroinflamacidn por lo que en esta seccidn se revisara las generalidades de esta fase y la

progresion del ciclo celular y la evidencia referente a las células precursoras neurales de las ZSG.

La fase proliferativa de la neurogénesis hipocampal depende de las CTNAs, de las CPNs de
amplificacion transitoria y de los neuroblastos. Cada subpoblacién tiene atributos fisioldgicos
especificos, para cada tipo de célula precursora neural es distinta la duracién del ciclo celular, el
numero de divisiones celulares que llevan a cabo y el tipo de respuesta ante un mismo estimulo
(Brandt et al., 2012; Farioli-Vecchioli et al., 2014; Fischer et al., 2014; Kronenberg et al., 2003;
Lugert et al., 2010; Steiner et al., 2008). La generacién de nuevas neuronas requiere que la fase de
proliferacion esté coordinada estrechamente con la adquisicion del linaje y la subsecuente
diferenciacion terminal porque el balance entre dichos procesos es fundamental para mantener la
homeostasis del sistema. De tal modo que una excesiva proliferacion de las CTNAs puede inducir
una pérdida de dicha poblaciéon celular a largo plazo, asi como la proliferacién excesiva de un tipo
particular o una salida prematura del ciclo celular con la consecuente diferenciacion,
comprometen el balance en la temporalidad del proceso y por tanto en el nimero de nuevas
neuronas (Brandt et al., 2012; Farioli-Vecchioli et al., 2014; Fischer et al., 2014; Kronenberg et al.,
2003; Lugert et al., 2010; Steiner et al., 2008).

Con respecto al ciclo celular de las células eucariontes se ha dividido en dos periodos, el primero
es la interfase, que incluye las fases G1, Sy G2 y el segundo es la mitosis. La fase G1 es una fase
larga que prepara a la célula para duplicar su genoma y dividirse antes de que progrese a la fase S
o de sintesis de ADN. Durante la fase G2 la célula continUa creciendo y se prepara para entrar a la
fase M o mitosis en la que se generan dos células hijas. Las nuevas células pueden entrar
inmediatamente a una nueva ronda de divisidn celular, como ocurre en las CPNs de amplificacion
transitoria o pueden salir de ciclo celular para entrar a una fase GO reversible asociada al estado
quiescente de las CTNAs asi como a una fase GO permanente o post-mitético como lo
experimentan las neuronas terminalmente diferenciadas (Beukelaers et al., 2012; Farioli-Vecchioli

and Tirone, 2015; Urbach and Witte, 2019) (Fig. 4).

El ciclo celular progresa de manera unidireccional por la accidn coordinada de dos tipos de
proteinas, las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Cada fase del ciclo celular, asi

como la transicién entre fases, se caracterizan por ciclinas y CDKs especificas. Las ciclinas deben su
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nombre a su regulacién ciclica de sintesis o degradacidn en cada fase del ciclo celular. La funcién
de las CDKs esta regulada por 1) su tasa de activacidn o inactivacién mediada por fosforilaciones y;
2) por las proteinas inhibidoras de CDKs (CKIs) que estan agrupadas en dos familias: las proteinas
INK4 y las proteinas CIP/KIP, que a su vez estan reguladas por sefiales extracelulares mitogénicas y
antimitogénicas. Dichos mecanismos regulan la tasa de formacion de los complejos CDKs-ciclinas
especificos a lo largo de la progresién del ciclo celular. Las CDKs activadas fosforilan multiples
blancos que aseguran que las células progresen en el ciclo celular en un orden secuencial

(Beukelaers et al., 2012; Farioli-vecchioli and Tirone, 2015; Urbach and Witte, 2019) (Fig. 4).

Progresion del ciclo celular Formacién de complejos Divisién celular proliferativa
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Figura 4. Regulacion de la progresion del ciclo celular durante la neurogénesis hipocampal. El
ciclo celular progresa de manera unidireccional por la formacion de complejos especificos de
ciclinas y CDKs en cada fase. La decision del destino celular de las células precursoras se relaciona
con la duracidon de la fase G1 que permite que respondan a sefales proliferativas o de
especificacion. En una fase G1 corta prevalece la seializacion de mitdégenos que promueve una
divisiéon celular proliferativa mientras que una fase G1 larga permite que las células respondan a
las sefiales de diferenciacion.

La proliferacién inicia por la integracién de la sefializacién de mitdgenos y factores de crecimiento
que promueven el incremento en los niveles de ciclinas D que forman complejos con la CDK4/6 en
la fase G1. Los complejos CDK-ciclina D fosforilan a la proteina de retinoblastoma (Rb) que libera al
FT E2F, que a su vez activa la expresion de genes, como la DNA polimerasa a y las ciclinas E y A,
que se requieren para la transicién G1/S. Otro complejo, CDK2-ciclina E incrementa la fosforilacion
de Rb, que activa otros genes esenciales para la duplicacion del genoma y el comienzo de la fase S.

Ademds, la activacion del complejo CDK2-ciclina E indica el punto de restriccion que divide a la
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fase G1 en una fase temprana dependiente de mitdgenos y en una fase tardia independiente de
mitdgenos que compromete a la célula a completar una ronda de divisidon celular. Después, se
forma el complejo CDK2-ciclina A que inhibe la transcripcion dependiente de E2F y conduce a la
célula a través de la fase S. Durante la fase S tardia la ciclina A se asocia con la CDK1 que regula la
transicién a la fase G2. Finalmente, la ciclina B forma un complejo con la CDK1, también conocido
como factor promotor de la mitosis, que coordina el comienzo de la mitosis y regula la
reorganizacién estructural requeridas durante la divisién celular. Tan pronto las células hijas salen
de la fase M, la ciclina B se degrada y segun las sefiales pueden entrar a ciclo celular nuevamente

(Beukelaers et al., 2012; Farioli-vecchioli and Tirone, 2015; Urbach and Witte, 2019) (Fig. 4).

La decision del destino celular de las células precursoras se relaciona con la regulacion del ciclo
celular que determina el cambio entre una divisién celular proliferativa o de diferenciacién celular.
La duracion de la fase G1 permite que las células respondan a sefiales proliferativas o de
especificaciéon que determinard si las células proliferan, adquieren un compromiso de linaje o
salen del ciclo celular para iniciar el proceso de diferenciaciéon. Una fase G1 larga incrementa la
probabilidad de que sefiales de diferenciacién se acumulen dirigiendo el proceso de
diferenciacion. Por ejemplo, si prevalecen las sefiales anti-proliferativas, disminuyen los niveles de
las ciclinas D mientras que una acumulacion de CKIs promueve que las células entren a una fase
GO reversible. Si, por el contrario, predomina la exposicidn a sefiales de diferenciacion se observa
un incremento en proteinas Cip/Kip pero que promueven la salida de ciclo celular y la
diferenciacion terminal (Arai et al.,, 2011; Beukelaers et al., 2012; Brandt et al., 2012; Farioli-

vecchioli and Tirone, 2015; Urbach and Witte, 2019) (Fig. 4).

El control del destino celular puede ocurrir en diferentes puntos del ciclo celular. El uso de
modelos genéticos ha permitido identificar qué ciclinas y CDKs en especifico, pueden promover la
proliferacidn o diferenciaciéon. La sobreexpresion de las ciclinas D y E o la formacion del complejo
CDK4-ciclina D1 se acompafia de un aumento en la fase de expansién a expensas del proceso de
diferenciacion. Hay evidencia que indica que la ciclina D2 promueve la adquisicion de un linaje
neuronal mientras que la ciclina D1 participa en la diferenciaciéon astrocitica. Mientras que la
desregulacion de la CDK6 promueve un alargamiento de la fase G1 y una salida prematura del ciclo
celular disminuyendo el nimero de células mitéticamente activas con la consecuente disminucién

de la generacién de nuevas neuronas. Por el contrario, la sobreexpresion de la CDK4-ciclinaD1
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promueve la expansién de la células precursoras neurales a expensas de la neurogénesis

(Beukelaers et al., 2012; Farioli-vecchioli and Tirone, 2015; Urbach and Witte, 2019).

Con respecto a la regulacién de la fase proliferativa se sabe que el ejercicio fisico, principalmente
correr, es uno de los factores extrinsecos reconocidos como proneurogénico que induce un
incremento significativo en la proliferacion de las células precursoras neurales (Hodge et al., 2008;
Kempermann et al., 2015; Kronenberg et al., 2003; Lugert et al., 2010; Steiner et al., 2004). Como
se menciond al principio de esta seccion la fase proliferativa de la neurogénesis hipocampal
involucra diferentes poblaciones de células precursoras neurales con atributos fisioldgicos
distintos (Brandt et al., 2012; Farioli-Vecchioli et al., 2014; Fischer et al., 2014; Kronenberg et al.,
2003; Lugert et al., 2010; Steiner et al., 2008). Se han considerado varios mecanismos para explicar
el incremento neurogénico, tales como son el reclutamiento de las CTNAs, el aumento en el
numero de rondas de divisidn celular, el acortamiento de la duracién del ciclo celular de las CPNs
y, un incremento en la sobrevivencia de las nuevas células (Overall et al., 2016). La fase de
expansion depende en gran medida de la proliferacién de las CPNs que son sensibles al efecto del
ejercicio fisico (Hodge et al., 2008; Kronenberg et al., 2003) que promueve un incremento en el
numero y agrupamiento de CPNs sugiriendo que el desarrollo de cumulos celulares facilitan los
contactos intercelulares y sefiales que promueven la proliferacion celular (Hodge et al., 2008; Seki
et al., 2007; Seri et al., 2004). Con respecto al efecto en el ciclo celular la evidencia indica que hay
diferentes respuestas dependientes del paradigma de ejercicio fisico utilizado, de corto o largo
plazo. Mientras que en un protocolo de 5 dias de ejercicio no se observa un acortamiento del ciclo
celular (Fischer et al., 2014) en protocolos de 12 dias se observa una disminucion en la duracién
del ciclo celular de las células tipo 2 y 3 que se atribuye a un acortamiento de la fase S (Farioli-
Vecchioli et al., 2014). Entonces, ademas del efecto de la fase G1 sobre el destino celular también
hay evidencia que indica que la duracidn de la fase S puede ser variable y tener un impacto en el
destino celular, fendmeno que también se ha observado durante el desarrollo cerebral

embrionario y en adultos (Arai et al., 2011; Brandt et al., 2012).

Por el contrario, aunque de manera consistente se ha identificado que la neuroinflamacién induce
una disminucidon en la proliferacién, se desconocen los mecanismos que participan en dicho
efecto, si hay una menor activaciéon de las CTNAs y como las diferentes poblaciones de células

progenitoras modifican su capacidad proliferativa con respecto al nimero de divisiones celulares
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que llevan a cabo y la duracion de su ciclo celular, que en conjunto impacta en la temporalidad del

proceso neurogénicoy en qué contexto se generaron las nuevas neuronas.

Justificacion

La generacién de nuevas neuronas esta finamente regulada por factores extrinsecos que pueden
promover o disminuir la tasa a la que ocurre el proceso neurogénico. La neuroinflamaciéon es una
respuesta que se establece en diferentes condiciones patoldgicas y que promueve un
microambiente anti-neurogénico impactando en las funciones dependientes de hipocampo. Por lo
mismo, avanzar en el entendimiento sobre coémo la neuroinflamacion modifica el proceso
neurogénico adquiere relevancia. La administracidn periférica de LPS es una de las estrategias
experimentales mas utilizadas para inducir una respuesta neuroinflamatoria. La evidencia actual
indica que la fase temprana de la inflamacidén cerebral, que se establece un dia después de Ila
inyeccién intraperitoneal de LPS, produce una disminucién en la tasa neurogénica evaluada como
el niUmero de nuevas células con linaje neuronal (BrdU+/DCX+). Lo anterior se ha reportado tanto
para esquemas de una Unica administracion como de inyecciones repetidas, tanto consecutivas
como intermitentes, como modelos para inducir un proceso inflamatorio agudo y crdnico,

respectivamente.

Los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la desregulacion de la neurogénesis
concomitante a la neuroinflamaciéon se han estudiado principalmente durante la respuesta
temprana al reto inmunoldgico. Por lo tanto, se desconoce 1) cdmo se modula la tasa neurogénica
conforme progresa la respuesta neuroinflamatoria, 2) si la disminucidon neurogénica es un efecto
transitorio dependiente de la respuesta proinflamatoria o es una respuesta persistente
independiente de la progresion del proceso inflamatorio, 3) si la inflamacion cerebral crénica
induce una reduccién mayor en la tasa neurogénica en comparacion con la neuroinflamacion
aguda. Ademas, aunque la fase proliferativa depende de distintos tipos de CPNs con diferente
comportamiento proliferativo y diferente sensibilidad a factores extrinsecos 4) se desconoce cémo
la neuroinflamacién modula especificamente la capacidad proliferativa de las CPNs y cdmo ellos

contribuye a la disminucién de la tasa neurogénica.

Este proyecto de investigacion buscd asi, avanzar en el entendimiento de los efectos de la
inflamacién cerebral, tanto aguda como crénica, en la neurogénesis hipocampal al evaluar si la

reduccién en la tasa neurogénica es un efecto transitorio asociado al perfil molecular y celular
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proinflamatorio o si es un efecto persistente que continua de manera independiente a la
progresion de la respuesta neuroinflamatoria. A su vez, buscé estudiar los cambios en la
proliferacion celular al evaluar de manera especifica la capacidad proliferativa de algunos
progenitores neurales durante la progresién de la respuesta neuroinflamatoria. Lo anterior
adquiere relevancia para conocer mejor algunos de los mecanismos celulares que regulan la
neurogénesis en condiciones patoldgicas, asi como en la comprensién de la biologia basica de las

células progenitoras neurales.

Hipétesis

1. La progresion de la respuesta neuroinflamatoria inducida por la administracién Unica e
intermitente de LPS continuara disminuyendo la tasa neurogénica si corresponde a un perfil

proinflamatorio.

2. La inflamacién cerebral crénica inducirda una reduccidn mayor en la tasa neurogénica en

comparacion con la neuroinflamacidn aguda.

3. La neuroinflamacién inhibe la tasa neurogénica a través de modular la capacidad proliferativa

de los progenitores neurales
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Objetivo general

Evaluar la tasa neurogénica hipocampal en respuesta a la progresién de la respuesta

neuroinflamatoria.

Objetivos particulares

1. Caracterizar la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de |Ia

administracion Unica (IU-LPS, 1 iip) e intermitente (lI-LPS; 4 iip, 1 ¢/semana) de LPS.

2. Evaluar la tasa neurogénica durante la respuesta neuroinflamatoria establecida a los 7 dias

después de la administracion Unica e intermitente de LPS.

3. Evaluar la capacidad proliferativa de progenitores neuronales durante la progresién de la

respuesta neuroinflamatoria.
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Materiales y métodos

Modelo animal

Todos los animales utilizados durante la realizacidon del proyecto de investigacion se manejaron
conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y al cddigo ético aprobado por la
Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del Laboratorio (CICUAL) del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, misma que aprobd el protocolo de experimentacién

utilizado ID 77 “Plasticidad del sistema nervioso: neurogénesis y vias de sefalizacion.

Se utilizaron ratones C57BL/6 macho adultos jovenes de 2 meses de edad (n=60). Los animales
estuvieron alojados en grupo en una caja estdndar para ratén en una sala con ciclo invertido de

luz/oscuridad artificial de 12 h con acceso a comida y agua ad libitum.

Modelo de neuroinflamacion

Para inducir una respuesta neuroinflamatoria se administré via intraperitoneal (iip)
lipopolisacarido (LPS, Escherichia coli serotipo 0127:B8, Sigma-Aldrich, # L3129) a una dosis de
1mg/Kg de peso corporal. El LPS se prepard en solucion salina al 0,9% estéril justo antes de ser

administrado.

Los grupos experimentales recibieron dos tipos de tratamiento 1) Unico, 1 iip de LPS y 2)
intermitente, 4 iip de LPS una cada semana. Los grupos control fueron inyectados con el vehiculo,
solucién salina al 0,9% estéril; 1ml/kg, segin su correspondiente grupo experimental. Dos grupos
de ratones Naive fueron utilizados como control de manejo y edad, se sometieron a pruebas de
comportamiento y registro de peso de acuerdo con su grupo correspondiente, sin que recibieran

alguna inyeccién de solucidn salina, LPS o BrdU.

Todos los tratamientos se administraron en la primera mitad de la fase oscura del ciclo de
luz/oscuridad. Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (210mg/kg)
una semana después del tratamiento y se extrajeron los cerebros para el posterior analisis del

tejido.
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Figura 5. Linea de tiempo de la estrategia experimental.

Tarea de exploracion de campo abierto

Para evaluar la exploracidon espontdnea y la actividad locomotora asociada se utilizé como campo
abierto una arena cuadrada de acrilico de 40 cm de largo x 40 cm de ancho x 25 cm de alto. La
arena estd dividida en 16 cuadrantes de 10 x 10 cm para facilitar el registro de los cruces. Todas las
pruebas se realizaron en la fase oscura del ciclo de luz/oscuridad. Todos los ratones se habituaron
al experimentador y al area de conducta durante 5 min por 3 dias consecutivos y un dia antes de la
evaluacion de la conducta los animales se expusieron a la arena de campo abierto para evitar que
el ambiente novedoso enmascarara el posible malestar inducido por la administracién de LPS. La
tarea de exploracién se llevd a cabo a las 2 y 24 h después de la administracién de los
tratamientos. Para la evaluacion, cada ratdn se colocd en una esquina de la arena y se le permitié
explorar libremente. La conducta se videograbd durante 5 min y se contabilizd el numero de
cruces totales, centrales y periféricos que realizd cada ratén. Durante la prueba, la arena se
iluminé de un lado con una luz roja y antes de cada prueba se limpid con una solucién con 10% de

extran, 10% de etanol y 80% de agua.

Cuantificacion de proteinas por Western blot

El cerebro se extrajo, se lavé con PBS frio (NaCl 137 mM; KCl 2.7 mM; Na;HPO, 10 mM; KH,PO, 2
mM) y se mantuvo en una caja de Petri sobre hielo. El hipocampo se disecé inmediatamente y se
colocd en un tubo para microcentrifuga previamente enfriado con hielo que contenia 600 pul de
amortiguador de lisis RIPA (agua MilliQ; Tris base 50 mM; NaCl 60 mM; SDS al 1%; desoxicolato de
sodio al 0,5%; NP-40 al 1%,; céctel de inhibidores de proteasas (cOmplete, Roche 11697498001).
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Primero, el tejido se disgregd mecanicamente con tijeras, después se sonicé (pulsos de 10 s de 40
A) y la muestra se incubé (30 m en hielo con resuspensiones cada 10 min), finalmente se
centrifugd (13000 rpm, 10 min a 4°C). Los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos para

centrifuga previamente enfriados.

Para el analisis por western blot, se cuantificd la cantidad de proteina en los homogenados
celulares utilizando el kit de Bio-Rad DCTM (BIO-RAD, # 5000111). Las proteinas, 30 ug para GFAP
y 60 pg para IL-6 y TNF-a, se separaron en geles al 15 o 10% de SDS-PAGE respectivamente y
después se transfirieron a una membrana de PVDF (Immuno-Blot LF PVDF Membrane Roll, Bio -
Rad 162-026). Las membranas se bloquearon con 5% de leche baja grasa en TBS-T (Tris al 0,1% de
Tween 20; pH 8,0) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) y luego se incubaron con uno de
los siguientes anticuerpos primarios a 4 °C durante 48 h: conejo anti-GFAP (1: 1000; Dako Z 0334),
ratén anti-IL-6 (1: 200; Abcam ab7737), anti-TNF-a (1:200; AB1837P) o anti-B-actina (1: 1000;
Sigma-Aldrich A5316). Después de lavar tres veces con TBS-T, las membranas se incubaron con
anticuerpos secundarios acoplados con peroxidasa de rabano (HRP) anti-conejo de cabra HRP (1:
5000; Santa Cruz Biotechnology sc-2030) o anti-ratén de conejo HRP (1: 10000; Invitrogen 616520)
durante 2 h a TA. La seial se detectd utilizando el sustrato para HRP Chemiluminescent Western
ImmobilonTM (Millipore WBKLS0500) y BioMax Ligth Films (Kodak 8689358). Para la cuantificaciéon
relativa de las sefiales inmunoldgicas, se analizaron las intensidades de las bandas de interés

utilizando el software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, Estados Unidos).

Administracion de BrdU

El BrdU (Sigma-Aldrich 19-160) se administré via intraperitoneal a una dosis de 50 mg/kg de peso
corporal disuelto en una solucién salina al 0,9 % estéril previamente calentada a 60°C vy
resuspendido con vdrtex. Para la investigacion se utilizaron dos diferentes esquemas de marcaje
de cohortes de nuevas células con BrdU con finalidades diferentes: 1) Para evaluar la tasa
neurogénica, los ratones recibieron 1 iip diaria durante tres dias y se perfundieron 24 h después
de la ultima inyeccidn; este protocolo permite identificar el nimero de células nuevas; 2) Para
evaluar el perfil proliferativo de los progenitores, los ratones recibieron un dia antes del sacrificio,
3 iip espaciadas por 2 h y se perfundieron 24 h después de la Ultima inyeccion; este protocolo

permite determinar la actividad proliferativa de las células.
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Inmunofluorescencias

Los ratones se perfundieron transcardialmente con soluciéon salina al 0,9% fria, seguida de
paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en amortiguador de fosfatos (PB) al 0.1 M, pH de 7.4. Los
cerebros se extrajeron y se mantuvieron en post-fijacion en PB con PFA al 4% a 2-8°C.
Posteriormente se deshidrataron con soluciones de PB 0.1 M con sacarosa al 15 y 30%. Se
obtuvieron secciones coronales de 30 um de grosor por medio de un criostato (Microm HM550,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos); se mantuvieron en una solucion de
criopreservaciéon (25% de glicerol, 50% 0.2 M PB, pH 7.4) y se almacenaron a 2-8°C hasta el

procesamiento para inmunofluorescencia.

Las secciones coronales en flotacidn se lavaron 3 veces con PBS y luego se permeabilizaron con
PBS con Tritén al 0.3% (PBST) durante 30 min en agitacién a TA. Las secciones se transfirieron a
HCI 2N a 37 ° C durante 30 minutos y se lavaron tres veces con PBS para la deteccion de BrdU. Las
secciones se bloquearon con suero de caballo al 5% (Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluido
con PBST a TA en agitacién durante 1 h a TA. Las secciones se incubaron con anticuerpos primarios
durante 48 horas a 4°C: anti-BrdU (1: 500, ratén, Roche 11170376001), anti-DCX para la
identificacion de células progenitoras neurales con linaje neuronal y neuronas inmaduras (1: 250,
cabra, Santa Cruz Biotechnology sc-8066), anti-Ki67 para detectar a células en proliferacion. (1:
200 conejo, GeneTex GTX16667), anti-IBA-1 para la inmunodeteccidn de la microglia (1: 250
conejo, Wako 019-19741) y anti-GFAP (1: 1000 conejo, Dako Z0334) para la inmunodeteccién de
astrocitos en solucién de bloqueo. Después de 3 lavados con PBST las secciones se incubaron con
los anticuerpos secundarios correspondientes durante 2 h a TA en agitacién y en oscuridad: burro
anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:250, Invitrogen A21206), burro anti-cabra Alexa Fluor 488 (1: 250,
Invitrogen A11055), burro anti-ratén Alexa Fluor 555 (1: 500, Invitrogen A31570) o burro anti-
conejo Alexa Fluor 647 (1: 500, Invitrogen A31573) disueltos en solucidon de bloqueo. Después de
lavar 3 veces con PBS, las secciones se montaron en portaobjetos pretratados con poli-L-lisina
(Sigma-Aldrich) con medio de montaje fluorescente DAKO (Dako S$3023) y se cubrieron con un

cubreobjetos.

Microscopia confocal y estimacion del niimero de células basada en estereologia

El andlisis de las células IBA-1+ y GFAP+ en el giro dentado se realizd con un microscopio confocal

Nikon A1R + (Nikon Instruments Inc., Tokio, Japdn) con un objetivo de 40x y se tomaron imagenes
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digitales con el software de imagenes NIS-Elements C (Nikon). Se obtuvieron dos campos por
seccién correspondientes a la lamina suprapiramidal de la capa de células granulares. Para la
evaluacion cualitativa de la morfologia celular de células de la microglia y astrocitos, se
adquirieron "z stacks” por campo que contenian informacidn de 63 y 52 cortes épticos separados
por un intervalo de 0.4 um respectivamente. Se obtuvieron las proyecciones en “z” que contenian

la suma de pixeles para cada corte éptico con el software Image J (National Institutes of Health,

Bethesda, MD, Estados Unidos).

La cuantificacién de las células Ki67+, BrdU+ y DCX+ en la SGZ se realizé6 usando un microscopio
confocal Zeiss LSM5 (Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un objetivo 40x de aceite. Se obtuvieron
imagenes digitales utilizando el software Zeiss LSM Image Browser. Se adquirieron "z stacks” que
contenian informacion de 10 cortes Opticos separados por un intervalo de 2.0 um. Para el
muestreo tipo estereoldgico se utilizaron 6 secciones seriales espaciadas por 420um entre si del
hipocampo dorsal, analizando cinco campos de cada seccién: uno en la cresta, dos en la [dmina
suprapiramidal y dos en la [dmina infrapiramidal de la capa de células granulares. Las células se
contaron con marcaje doble si los marcadores analizados aparecian simultdneamente en al menos
dos planos focales adyacentes con ayuda de proyecciones ortogonales. Las estimaciones de células

se obtuvieron después de multiplicar el nUmero total de células en cada categoria por 6.

Andlisis estadistico

Todas las graficas representan la media + el error estandar (EE). Los datos se analizaron con
ANOVA mixto para el peso, ANOVA de dos vias para la prueba de campo abierto, ANOVA de una
via para los datos de tasa neurogénica y con t de Student para los datos restantes. Todos los
ANOVA fueron seguidos por la prueba post-hoc de Tukey. Todas las pruebas se consideraron
significativas cuando p <0.05. Los analisis y graficas se realizaron con GraphPad Prisma para

Windows (version 7) (La Jolla, CA, Estados Unidos).
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Resultados

Caracterizacion de la progresion de la respuesta neuroinflamatoria una semana

después de la administracion tnica o intermitente de LPS

Para evaluar el efecto de la progresién de la respuesta neuroinflamatoria sobre la tasa
neurogénica hipocampal se utilizd como estrategia experimental la administracion intraperitoneal
de LPS a ratones jévenes. El modelo de inflamacién aguda consistio en 1 iip de LPS (IU-LPS)
mientras que el modelo de inflamacién crénica consistié en la administracion de 4 iip, 1 por
semana (lI-LPS). Todos los andlisis del tejido cerebral corresponden a la respuesta tanto
neuroinflamatoria como neurogénica establecida a los 7 dias después del término de los

protocolos de exposicion a LPS (Fig. 6a).

Primero se evalué la conducta exploratoria con la prueba de campo abierto como indicador de
movilidad y se registraron los cambios en el peso corporal consecuente a la anhedonia inducida
por LPS, ambos como signos de malestar asociados a la inflamacidn sistémica. Se realizd una
prueba piloto de exploracidon de campo abierto 1, 2, 4 y 24 h después de la iip de LPS (h.p.i). La
mayor inmovilidad y la presencia de pelo hirsuto se observaron a las 2 h.p.i (datos no mostrados),
mientras que a las 24 h.p.i ninguno de estos indicadores continud presente. Por lo anterior, la
evaluacidn de exploracién de campo abierto en los demas grupos se realizé a las 2 h.p.i, como
tiempo control de presencia de malestar y 24 h.p.i, para analizar si el malestar habia cedido. La
administracion periférica de LPS, tanto en el esquema de inyeccidon Unica como de inyecciones
intermitentes, provocaron una disminucién significativa en la conducta exploratoria, observada
como un menor nimero de cruces totales en la prueba de exploracién de campo abierto (F (5,48)
=6.7214, P < 0.001, ANOVA). Ademas, se observé una interaccion significativa entre el grupo y el
tiempo de evaluacién (F (5,48) = 3.3871, P<0.05). Durante la primera evaluacion, a las 2 h.p.i. de
LPS, tanto los grupos IU-LPS como II-LPS mostraron una reduccidon en la exploracién en
comparacion con su correspondiente grupo control (P < 0.05, prueba post hoc de Tukey). Ademas,
el nimero de cruces totales fue significativamente menor en el grupo IU-LPS comparado con el
grupo IU-Naive (P=0.005, prueba post hoc de Tukey). Durante la segunda evaluacién, 24 h después
del tratamiento, no hubo diferencias significativas en el nimero de cruces totales entre los grupos.
También se evalud el porcentaje de cruces centrales como un indicador de la ansiedad asociada al
manejo experimental. Los resultados no mostraron algun efecto o interaccién significativa en el

porcentaje de cruces centrales, sugiriendo que ninguna de las estrategias experimentales
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utilizadas indujo cambios en los niveles de ansiedad (datos no mostrados). Estos resultados
muestran que el malestar asociado a la respuesta inflamatoria sistémica ocurre poco después del
reto inmunoldgico con LPS, tanto en el modelo de inflamacidn aguda como crdnica y se resuelve

durante las siguientes 24 h.p.i (Fig. 6b).

Con respecto a la pérdida de peso asociada a la inflamacion sistémica inducida LPS, el ANOVA
mixto mostrd un efecto significativo para el tiempo de evaluacion (F (2,100) = 23,295, P < 0.001).
Ademas, se observo una interaccion significativa entre el grupo y los diferentes dias post inyeccion
(d.p.i) (F (10,100) = 6.32, P<0.001). Tanto IU-LPS como II-LPS, independientemente del nimero de
inyeccion, indujeron una disminucidn significativa en el peso corporal 1 d.p.i de LPS (P <0.001y P
< 0.01, respectivamente, prueba post hoc de Tukey). A los 7 d.p.i de LPS el peso corporal mostré
recuperacion (P = 1,0 para ambos grupos, prueba post hoc de Tukey). Ninguno de los grupos
restantes mostré diferencias significativas en el peso corporal en los dias de evaluacién (Fig. 6c).
Estos resultados muestran que después de una administracion Unica o intermitente de LPS, se
produce una respuesta sistémica inflamatoria transitoria caracterizada por inmovilidad vy

disminucién del peso corporal.
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Figura 6. Caracterizacidon de la respuesta de malestar asociada a la inflamacidn sistémica inducida por la
administracion unica o intermitente de LPS. a) Linea de tiempo experimental indica los dias en los que se
realizaron las diferentes evaluaciones para el modelo de inflamacién aguda y para el modelo de inflamaciéon
cronica. Todos los animales tenian dos meses de edad al comienzo del experimento. b) Evaluacién de la
conducta de exploracion con la prueba de campo abierto como indicador de movilidad. Los cruces totales se

contaron en un intervalo de 5 min a las 2 y 24 h. p. i. de solucidn salina o LPS. c) Registro de los cambios en
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el peso corporal como indicador de anhedonia. El peso se midié a los 0, 1y 7 d.p.i. Las graficas de barras
representan la media + EE (n>6) * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Para caracterizar la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después del tratamiento de 1U-
LPS y de II-LPS primero se evaluaron cambios morfoldgicos cualitativos asociados a la reaccion de
la microglia y de los astrocitos, los principales tipos celulares responsables de establecer la
respuesta inmune innata en el cerebro. La evaluacion se realizd mediante la inmunodeteccion de
microglia, células IBA-1+ (Ito et al.,, 1998) y astrocitos, células GFAP+ (Bignami et al., 1972)
empleando para ello microscopia confocal. En condiciones control, tanto en el grupo Naive como
Salina, la microglia que reside en el giro dentado del hipocampo tuvo una morfologia caracterizada
por procesos extendidos, altamente ramificados y finos. Una semana después de la IU-LPS, la
microglia presenté retraccion de filipodios, que corresponde a una etapa Il de microglia reactiva
(Mathieu et al., 2010). Tras las II-LPS, también se observé una morfologia asociada a la microglia
reactiva con procesos pequefios y delgados correspondiente a la etapa lll, lo que sugiere una la
prevalencia de microglia reactiva sostenida 7 dias después de la ultima inyeccién de LPS (Mathieu

et al., 2010) (Fig. 7a).

Con respecto a la reaccion astrocitica, en condiciones control, tanto Salina como Naive, los
astrocitos en el giro dentado del hipocampo mostraron una morfologia con procesos finos propios
de los astrocitos no reactivos. Una semana después de la induccién de la inflamacién cerebral con
IU-LPS, los astrocitos mostraron una leve hipertrofia del soma, procesos celulares engrosados y un
aumento de la inmunorreactividad contra GFAP sugiriendo que sigue presente una reaccion
astrocitica moderada. Con respecto a la progresion de la respuesta neuroinflamatoria después de
la administracién del protocolo de II-LPS no se observaron astrocitos reactivos sugiriendo que no

persiste ni se exacerba la reaccidn astrocitica (Figura 7b).

La caracterizacidn de la neuroinflamacién continud con un andlisis del contenido proteico de GFAP
y de la citocina proinflamatoria IL-6 por western blot a partir de homogenados totales de
hipocampo. En condiciones control, el ANOVA de una via mostré un efecto principal significativo
para la variable “grupo” (F (5,14) = 4.2849, P < 0.05). Sélo el protocolo de IU-LPS indujo un
aumento en los niveles de GFAP al compararse con sus respectivos grupos control, Salina y Naive
(P <0.05, respectivamente, prueba post hoc de Tukey) sin que se observara un aumento
significativo sostenido de GFAP tras el protocolo de II-LPS. En conjunto, los datos morfoldgicos y

de contenido proteico indican que en el modelo de neuroinflamacidon aguda, la presencia de
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astrocitos reactivos continda a los 7 d.p.i. Por el contrario, parece ser que en el modelo de

inflamacién crénica no induce una reaccién astrocitica persistente (Fig. 7c).

Posteriormente se analizaron los niveles de IL-6, una de las principales citocinas involucradas en la
respuesta proinflamatoria y que afecta directamente al proceso neurogénico. El ANOVA de una via
mostré un efecto principal significativo para la variable “grupo” (F (5,17) = 4.1999, P < 0.05). Sdlo
el grupo IU-LPS mostré un aumento en los niveles de IL-6 al compararse con su respectivo grupo
control Salina (P < 0.05, prueba post hoc de Tukey). No se encontraron diferencias entre los grupos
Naive y Salina. Ademas, los contenidos de IL-6 no fueron diferentes entre II-LPS e II-Sal, lo que
sugiere que las inyecciones repetidas de LPS no inducen niveles elevados sostenidos de este

mediador soluble proinflamatorio que pudieran detectarse al momento de la evaluacién (Fig. 7d).
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Figura 7. Caracterizacion de la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la
administracion unica o intermitente de LPS. a) Las imagenes de microscopia confocal muestran células
IBA1+ en escala de grises. b) Las imagenes de microscopia confocal muestran la inmunodeteccidon de
astrocitos con GFAP en escala de grises. Las cabezas de flecha indican la morfologia caracteristica de la
microglia y astrocitos para cada condicién c) Inmunoblot representativo y cuantificacion por densitometria
de los niveles proteicos de GFAP e d) IL-6 a partir de homogeneizados totales de hipocampo. Los contenidos
proteicos se normalizaron con B-actina. Los resultados son expresados como la media + EE en unidades
arbitrarias (U.A.) (n<3) * p <0.05. CM: capa molecular; CG: capa granular; H: hilus.
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Evaluacién de la tasa neurogénica asociada a la respuesta neuroinflamatoria

establecida una semana después de la administraciéon unica o intermitente de LPS

Para evaluar posibles efectos asociados al estrés por manejo o al declive natural de la tasa
neurogénica asociado a la edad estimamos el nimero de nuevas células identificadas con Ki67+,
un marcador enddgeno de proliferacion celular y DCX una proteina asociada a microtubulos cuya
expresidn se extiende desde una etapa de proliferacién de los progenitores neurales como
indicativo de un compromiso de linaje neuronal hasta un periodo de maduracién post-mitdtica. En
condiciones control se observd que las células Ki67+ se distribuyen en la ZSG en cumulos y las
células DCX+ delimitan de manera continua la ZSG del giro dentado del hipocampo, con diferentes
morfologias desde células sin procesos evidentes hasta células que extienden un proceso apical
que atraviesa la CP y se ramifica en la CM. Al analizar los resultados, observamos una disminucion
significativa en el nimero total de células Ki67+ en el grupo lI-Naive en comparacién con el grupo
IU-Naive (P < 0.005, prueba de t de Student) (Fig. 8a y b). También observamos que tanto el
nimero de células Ki67+/DCX- como Ki67+/DCX+ disminuyo significativamente en el grupo II-Naive
(P < 0.05, prueba de t de Student), lo que indicd que la neurogénesis basal es diferente entre los

grupos Naive de diferentes edades (Fig. 8ay c).

Para conocer como se modula la respuesta neurogénica hipocampal por la progresién de la
respuesta neuroinflamatoria se evalud la tasa neurogénica 7 dias después de la administracion
Unica e intermitente de LPS. La tasa neurogénica se evalud por estimacién del nimero de nuevas
células marcadas con BrdU y con un linaje neuronal identificado con la proteina DCX+. El BrdU al
ser un andlogo de timidina que se incorpora al DNA durante la fase de sintesis sirve como un
marcador exégeno que identifica una poblacién de células generadas en una ventana de tiempo

determinada.

El ANOVA de una via reveld un efecto significativo del tratamiento con LPS (F (3,12) = 26,59,
P<0.001) sobre el nimero de nuevas células BrdU+, con una disminucién significativa en el grupo
IU-LPS en comparacion con su grupo control (P < 0.05, prueba post hoc de Tukey). Asimismo, se
observé una disminucion significativa en el nimero total de células BrdU+ en el grupo de II-Salina
(3 meses de edad) en comparacion con el grupo de |U-salina (2 meses de edad) (P < 0.001, prueba
post hoc de Tukey), lo que también indica que la generacidon de nuevas células basal es diferente
entre grupos acorde a la edad. Mas aun, al comparar el nUmero de nuevas células BrdU+ no se

encontraron diferencias significativas entre 1l-Salina y II-LPS, lo que indica que la exposicién
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continua a LPS no afecta la tasa neurogénica mas alla de la que se observa de manera basal (Fig.

8avyd).

Al analizar posteriormente el linaje de las células BrdU+, la mayoria fueron DCX+ en cada condicién
experimental, lo que indica que esta poblacidn de células es la que presenta una mayor expansion
durante el proceso neurogénico. EI ANOVA de una via reveld un efecto significativo del
tratamiento con LPS (F (3,12) = 25.66, P < 0.001) en las células BrdU+/DCX+. Se encontrd una
disminucién en esta poblacion celular en ratones tratados con una IU-LPS en comparacién con su
grupo control IU-Sal (P < 0.05, prueba post hoc de Tukey). Al comparar el efecto de los esquemas
de inyeccion (IU vs Il) se observd una reduccidn significativa en el nimero de células BrdU+/DCX+
en el grupo Il-Salina en comparacion con el grupo IU-Salina (P < 0.001, prueba post hoc de Tukey).
En contraste, no hubo diferencias significativas en el nimero de BrdU+/DCX+ entre los grupos II-
Salina e II-LPS. Posteriormente al comparar el nimero de nuevas células BrdU+/DCX- no hubo
efectos asociados a algun tratamiento con LPS (Fig. 8a y e). Los datos anteriormente descritos
indican que la respuesta neuroinflamatoria presente 7 dias después de Unica inyeccidon de LPS
promueve que continde la disminucion en la tasa neurogénica hasta este mismo dia, mientras que
la progresién de la respuesta neuroinflamatoria inducida por el modelo crénico no induce una

reduccion neurogénica persistente en la generacion de células BrdU+/DCX+.
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Figura 8. Efecto de la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la administracién tnica o
intermitente de LPS en la tasa neurogénica. a) Imagenes de microscopia confocal que muestran células
BrdU+ (rojo), células Ki67+ (azul) y células DCX+ (verde). La colocalizacion aparece en amarillo para las
células BrdU+/DCX+, cian para las células Ki67+/DCX+. b) Estimacion del nimero de células Ki67+ en las
diferentes condiciones experimentales. c) Identificacion del linaje celular para células Ki67+. d) Estimacion
del nimero de células BrdU+ en las diferentes condiciones experimentales. e) Identificacidn del linaje celular
para células marcadas con BrdU+. Las barras representan la media + EE, n<3 * p <0.05, ** p <0.01, *** p
<0.001.
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Evaluacion de los efectos de la progresion de la neuroinflamacion sobre la

capacidad proliferativa de los progenitores neurales.

La disminucién en la tasa neurogénica observada por el modelo de inflamacion aguda puede ser
consecuencia de una disminucion en la capacidad proliferativa de los progenitores neurales y/o de
una reduccién en la sobrevivencia de las nuevas células, tanto de progenitores como células post-
mitdticas. Por lo anterior, se continué con el andlisis de la capacidad proliferativa de los
progenitores neurales sdlo en la condicién de IU-LPS. Para completar la caracterizacion del perfil
proinflamatorio una semana después de la IU-LPS se evalud el contenido proteico de TNF-a. Al
analizar los datos se encontré un aumento significativo (P < 0.05, prueba de t de Student) en este
factor secretado por la administracién periférica de LPS (Fig. 9a y c) lo que aporta mas evidencia

sobre un microambiente local proinflamatorio persistente.

Para la evaluacion de la capacidad proliferativa se utilizé un pulso corto de BrdU que permitio
evaluar de una manera mas especifica el perfil proliferativo de los progenitores neurales. La
reentrada a ciclo celular se evalud con el marcaje de una cohorte de células en proliferacién con
BrdU (3 iip, espaciadas 2h) y 24 h después se evalué el nimero de células BrdU+ que también
fueran Ki67+, es decir que hubieran reentrado a ciclo celular y que se encontraran en la ZSG del
giro dentado del hipocampo. El linaje neuronal también se identificd con la inmunodeteccidn de
DCX. Las células BrdU+/DCX+ incluyen a los progenitores neurales tipo 2b, los neuroblastos vy las
neuronas jovenes post-mitdticas mientras que las células Ki67+/DCX+ sdélo constituyen una
poblacion de progenitores neurales tipo 2b y neuroblastos. Por otro lado, las células BrdU+/DCX- o
Ki67+/DCX- ubicadas en la ZSG incluyen principalmente a las CTNAs, a progenitores neurales tipo
2a o incluso nuevos astrocitos, aunque no se descarta algun otro tipo de célula proliferativa al ser

Ki67+ (Fig. 9a y b).

El andlisis de la estimacion del nimero de células totales marcadas con BrdU tras un pulso corto
mostré que no hubo cambios significativos consecuentes a la respuesta neuroinflamatoria. Al
comparar el numero total de células Ki67+ tampoco se encontrd una disminucidn significativa en
las células proliferantes tras una semana de la iip de LPS en comparacion con su grupo control (Fig.
9 a, d y e). Después se continué con la identificacion del linaje de las nuevas células. En
condiciones control la mayoria de las células totales marcadas con el pulso corto de BrdU fueron
BrdU+/DCX+ mientras que mas de la mitad de las células Ki67+ fueron DCX+. Por el tiempo de

evaluacion tan restringido los resultados indican que las células progenitoras neurales que mas
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proliferan son las DCX+. No se observaron diferencias significativas al comparar el nimero total de
células BrdU+/DCX+ en el grupo IU-LPS con su grupo control (Fig. 9f). Al caracterizar el fenotipo de
las células Ki67+ se encontré una disminucién significativa en el ndmero total de células
Ki67+/DCX+ una semana después de la administracién de LPS (P < 0.01, prueba de t de Student) lo
que indica una reduccidn en la poblacién de progenitores neurales DCX+. Con respecto al nimero
total de células Ki67+/DCX- se observé un mayor nimero en el grupo IU-LPS al compararse con su
control IU-Salina (P < 0.01, prueba de t de Student) lo que sugiere que en respuesta a la
neuroinflamacion hay un incremento de células proliferativas Ki67+ en la ZSG que no pueden
asociarse a un linaje neural identificado con DCX (Fig. 9g). Lo anterior sugiere 1) un posible
aumento en la tasa de activacion de las CTNAs 2) un aumento en la proliferacidon de progenitores
neurales tipo 2a; 3) una acumulacién de estos progenitores sin que progresen al estadio 2b o; 3)

un incremento en el numero de nuevos astrocitos.

Los resultados anteriormente descritos corresponden a un efecto general de la neuroinflamacién
establecida sobre el nimero de nuevas células que puede enmascarar la dindmica en la capacidad
proliferativa de los progenitores neurales, por lo que se continud con la evaluacién de su habilidad
de reentrar a ciclo celular. En condiciones control, la estimacion del nimero de células
BrdU+/Ki67+/DCX+ indicd que en condiciones control la mayoria de los progenitores neurales
llevan a cabo una segunda divisién celular mientras que el resto sale de ciclo, lo que apoya la idea
sobre los progenitores DCX+ como las células que presentan la mayor tasa de proliferaciéon. Una
semana posterior a la induccidn de la inflamacién cerebral por la IU-LPS se observé un aumento
significativo en el nimero de células BrdU+/Ki67-/DCX+ indicando que los progenitores DCX+
estan fuera de ciclo celular (P < 0.05, prueba de t de Student) mientras que de manera
complementaria hubo una disminucidn significativa de la poblacion de progenitores neurales
BrdU+/Ki67+/DCX+, es decir que permanecieron en ciclo celular (P < 0.01, prueba de t de Student)
(Figura 9h). Al calcular el indice de reentrada a ciclo celular se encontré que hay una disminucion
del significativa en la capacidad proliferativa de los progenitores neurales DCX+ (P < 0.01, prueba
de t de Student) lo que indica que el proceso inflamatorio inducido por LPS promueve una salida

prematura del ciclo celular (Fig. 9g).

Los resultados anteriormente descritos, en conjunto, proporcionan evidencia que indica que la
fase de expansion durante la neurogénesis hipocampal depende en gran medida de la

proliferacion de los progenitores neurales DCX+ y la neuroinflamacion establece un
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microambiente no permisivo que subyace a una salida prematura del ciclo celular de las células
DCX + dando origen a neuronas post-mitdticas antes de tiempo lo que contribuye a la reduccién

en la generacion de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo.
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Figura 9. Efecto de la respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la administracion unica
de LPS en la capacidad proliferativa de CPNs. a) Linea de tiempo experimental indica los dias en los que se
realizaron las diferentes evaluaciones. b) Imdagenes de microscopia confocal que muestran células BrdU+
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(rojo), células Ki67+ (azul) y células DCX+ (verde). La colocalizacion aparece en amarillo para las células
BrdU+ /DCX +, cian para las células BrdU+ / Ki67+ y blanco para las células BrdU+/Ki67+/DCX+. Las
proyecciones ortogonales de los planos “xz” y “yz” se aprecian en la parte derecha y superior de la imagen,
respectivamente. c) Inmunoblot representativo y cuantificacién por densitometria de los niveles de TNF-a a
partir de homogenados totales de hipocampo. d y e) Estimaciéon basada en estereologia del nimero de
células BrdU+ y Ki67+ en condiciones control y tras la induccion de la respuesta neuroinflamatoria f y g)
Linaje celular para células marcadas con BrdU y células Ki67+ en proliferacién en ambas condiciones. h y i)
Analisis del perfil proliferativo de diferentes progenitores neurales y cdlculo del indice de reentrada a ciclo
celular de progenitores DCX+. Las barras representan la media + EE, n=5 * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Discusion

La neurogénesis esta constantemente modulada por diversos factores extrinsecos que remodelan
el nicho neurogénico. La neuroinflamacion es una respuesta comun a diferentes condiciones tanto
infecciosas como patoldgicas que conlleva una desregulacién de la neurogénesis y un impacto
negativo en tareas dependientes de hipocampo. Si bien se han identificado multiples elementos a
nivel celular, de vias de sefalizacidn y transcripcional que regulan la neurogénesis hipocampal en
condiciones fisiolégicas, aun se desconoce como esos mismos elementos se modifican en un
contexto neuroinflamatorio y su impacto en el proceso neurogénico. Por lo tanto, tener un mejor
entendimiento sobre los mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales la
neuroinflamacion modifica el proceso neurogénico y sus implicaciones cognitivas adquiere

relevancia.

Como se menciond anteriormente, la administracién periférica de LPS es una de las estrategias
experimentales mas utilizadas para inducir inflamacién cerebral (Buttini et al., 1996; Qin et al.,
2007; Turrin et al., 2001), ya sea con el objetivo de inducir una respuesta neuroinflamatoria aguda
o crénica, que ha permitido estudiar sus efectos sobre la neurogénesis hipocampal (Monje et al.,
2003; Wu et al., 2007; Zonis et al., 2013). La evidencia actual indica que la inflamacion cerebral
establece un microambiente no permisivo que inhibe el proceso neurogénico principalmente
observado como una disminucidn significativa en el nacimiento de nuevas neuronas en el cerebro
de roedores adultos. Dicha respuesta es consistente, independientemente de la via de
administracidn, periférico o central, y del esquema de administraciéon, Unico o repetido
consecutivo o intermitente. Sin embargo, en la mayoria de las investigaciones, la evaluacién del
efecto de la neuroinflamacidn sobre la neurogénesis hipocampal se ha realizado durante la fase
temprana de la respuesta, es decir dentro de las primeras 24 h después de la administracién de

LPS cuando se establece un pico de mediadores proinflamatorio que inhiben el proceso
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neurogénico. A partir de dicha evidencia algunas de las preguntas que surgen son cémo es
modulada la tasa neurogénica en otros momentos durante la progresion de la respuesta
inflamatoria y si el efecto anti-neurogénico es transitorio asociado al perfil proinflamatorio o es
una respuesta persistente independiente de la progresion de la respuesta neuroinflamatoria tanto
aguda como crénica. Por lo anterior, el proyecto de investigacién utilizé dos tipos de tratamiento,
para el modelo de neuroinflamacion aguda se utilizé una Unica inyeccidn intraperitoneal de LPS
(Fujioka and Akema, 2010; Monje et al., 2003) y para el modelo de inflamaciéon crénica se

administraron inyecciones intermitentes de LPS, una dosis por semana (Wu et al., 2007).

Primero se caracterizd la respuesta asociada a la inflamacidn sistémica. Los datos obtenidos
muestran que independientemente del esquema de administracion, tanto una Unica dosis como
inyecciones intermitentes de LPS, se induce una respuesta transitoria de malestar asociada a
anhedonia observada como una disminucién en la conducta exploratoria y una pérdida de peso
corporal. Ambos parametros se restablecieron una semana después del reto inmunoldgico en
concordancia con reportes previos (Biesmans et al., 2013; Dantzer et al., 2008). Lo anterior indica
que ambos modelos inducen inflamacion sistémica sin que se observe algln tipo de tolerancia o

respuesta exacerbada a la exposicion recurrente a LPS.

La microglia y los astrocitos son componentes del nicho neurogénico que regulan directamente la
neurogénesis hipocampal. Ademads, al ser células inmunocompetentes también participan en el
establecimiento de la respuesta neuroinflamatoria, en fases tempranas estas células liberan
diversos factores solubles que inciden negativamente en el proceso neurogénico. Para conocer
cémo progresa la inflamacién cerebral en ambos paradigmas de administracion de LPS se continud
con la caracterizacion del perfil celular y molecular establecido una semana del reto inmunoldgico.
Los resultados indican que una Unica inyeccidn de LPS establece una respuesta proinflamatoria en
el hipocampo 7 d.p.i. caracterizada por la reaccion de la microglia y astrocitos asociada a una
respuesta inflamatoria difusa (Sofroniew, 2015; Wilhelmsson et al., 2006) y un incremento en los
niveles proteicos de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a. Por el contrario, el modelo de
inflamacién croénica inducida por la exposicién repetida a LPS no induce una respuesta
proinflamatoria sostenida o exacerbada, a nivel celular sélo se observaron cambios morfolégicos
de la microglia sin que se observara una reaccién astrocitica evidente, mientras que a nivel

molecular tampoco indujo un incremento en los niveles proteicos de la citocina IL-6.
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Los resultados anteriormente descritos indican que la respuesta a nivel sistémico y cerebral
progresan de manera diferente. Mientras que los parametros asociados a la inflamacidn sistémica
se presentan tras cada administracion de LPS, en el cerebro ocurre una respuesta dependiente del
tipo de esquema de estimulacién. Durante la administracidn intermitente de LPS, al menos tras la
primera inyeccion, los ratones experimentaron una respuesta proinflamatoria que se no se
mantuvo a largo plazo ni se exacerbé tras las inyecciones subsecuentes de LPS. Sin embargo, es
necesario evaluar otros marcadores para completar la caracterizacién de la progresién de la
respuesta neuroinflamatoria tras la exposicion multiple a LPS para determinar si, por las
condiciones de estimulacién, la inflamacion cerebral progresa hacia un proceso de tolerancia que
disminuye su capacidad de respuesta ante estimulos proinflamatorios, como se ha observado en
trabajos previos (Neher and Cunningham, 2019; Seeley and Ghosh, 2017; Wendeln et al., 2018),
hacia un contexto antinflamatorio mas que al establecimiento de una respuesta de inflamacién
cronica como se ha reportado anteriormente (Bian et al., 2013; Buffo et al., 2010; Heneka et al.,
2010; Jurgens and Johnson, 2012; Kuno et al., 2006), la respuesta microglial es heterogénea
porgue coexisten subpoblaciones celulares con distintos perfiles moleculares como consecuencia
de su longevidad y la memoria celular (Scheffel et al., 2012), ademds se ha demostrado que
después de la exposicidon a LPS la respuesta de los astrocitos puede modular la reaccién microglial
a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa indicando que la comunicacion celular
entre ambos tipos también contribuye al establecimiento y progresion de la respuesta inmune

(Lynch, 2009; Min et al., 2006).

Con respecto a la modulacion de la tasa neurogénica asociada a la progresidén de la respuesta
neuroinflamatoria en el modelo de inflamacién aguda se observd que el contexto proinflamatorio
inducido por la IU-LPS persiste 7 dias después de la induccidon de la respuesta inmune y
correlaciona con una reduccién significativa del numero de células con linaje neuronal
BrdU+/DCX+ de una cohorte que nacié en los dias 4-6 d.p.i indicando que la tasa neurogénica
continUa afectada en ese periodo. Por otro lado, el contexto neuroinflamatorio que se establece 7
d.p.i. tras las lI-LPS no promueve una disminucidn en la neurogénesis hipocampal independiente a
la progresidn de la respuesta neuroinflamatoria, lo que sugiere que el efecto anti-neurogénico de
la neuroinflamacion es transitorio y depende de un perfil molecular y celular proinflamatorio. La
idea propuesta se apoya de la observacidon de una disminucidon neurogénica tras la administracion
intermitente de LPS cuando la evaluaciéon se hace durante la respuesta neuroinflamatoria

temprana caracterizada como proinflamatoria (Wu et al., 2007), pero dicho efecto no perdura
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cuando se evalla la tasa neurogénica a los 7 d.p.i. Durante la administracién intermitente de LPS,
al menos durante la primera inyeccidn, los ratones experimentaron una reducciéon neurogénica,
efecto inhibidor que no se mantuvo o acumuld tras las inyecciones subsecuentes de LPS.
Considerando la participacion de la neurogénesis hipocampal en procesos de memoria vy
aprendizaje es necesario analizar si el esquema de II-LPS afecta otras etapas del proceso
neurogénico como la maduracién y la integracidon funcional de la neuronas nacidas durante la
respuesta inflamatoria promoviendo un déficit cognitivo persistente como el observado tras una

Unica inyeccion de LPS (Valero et al., 2014).

La inflamacién cerebral no es una respuesta binaria de todo o nada ni estatica, sino que depende
de manera dependiente de contexto, es decir, del tipo e intensidad de la sefial, del balance y la
combinacion de los mediadores solubles secretados en el microambiente local, de la
temporalidad, asi como de la memoria celular por la exposicion a estimulos previos, que en
conjunto determinan la duracién y progresion del proceso neuroinflamatorio y, por lo tanto, su
efecto sobre la neurogénesis hipocampal. Otros estudios con modelos mas complejos de
inflamacién cerebral mostraron que la meningitis bacteriana promueve efectos distintos al evaluar
la progresién de la respuesta neuroinflamatoria, en la respuesta temprana se observa una
disminucién en la proliferacion mientras que a las 3 semanas se observa un incremento sin que
represente un aumento neto de la neurogénesis, asimismo al hacer seguimiento de otras cohortes
de nuevas células se observa un aumento en la muerte apoptadtica de la nuevas neuronas (Hofer et
al.,, 2007; Grandgirard et al., 2007). Ademas, el efecto de la neuroinflamacion sobre el proceso
neurogénico también depende de la etapa de desarrollo, se ha reportado que la administracién de
LPS en la etapa prenatal tiene efecto a largo plazo sobre la neurogénesis hipocampal (Graciarena
et al., 2010; Lin et al., 2014). Por otro lado, el efecto del sistema inmune sobre la neurogénesis no
depende exclusivamente del sistema inmune innato, ya que se ha descrito que componentes del
sistema inmune adaptativo también influyen el proceso, por ejemplo, en condiciones basales o
fisiolégicas el reclutamiento de células T participa en procesos de memoria y aprendizaje, la
activacion de células T en un modelo de enfermedad autoinmune promueve un incremento en la
proliferacidon de células precursoras neuronales hipocampales via corticosteroides (Wolf et al.,
2009) mientras que la expansidn de células T dentro del nicho neurogénico y un incremento en los
niveles de IFN-y durante el envejecimiento altera el proceso neurogénico (Dulken et al., 2019). Lo
anterior indica que la naturaleza de la estimulacion del sistema inmune es fundamental para

determinar el efecto sobre la neurogénesis hipocampal.

67



La neurogénesis hipocampal es un proceso dindmico que se modula también por factores
intrinsecos como la edad. La tasa neurogénica basal es diferente en ambas condiciones, mientras
las evaluaciones para el modelo de inflamacién aguda se realizaron a las 9 semanas de edad como
punto final para el modelo de inflamacién crénica las evaluaciones se realizaron a las 13 semanas
de edad por el tiempo que toma la administracion intermitente de LPS. Los resultados indican que
la neurogénesis basal disminuye a la mitad al comparar ambos grupos sugiriendo que hay una
disminucién neurogénica asociada a la edad como se ha reportado anteriormente (Ben Abdallah et
al., 2010; Encinas et al.,, 2011; Harris et al., 2021; Wu et al.,, 2008). Entonces, aunque el
tratamiento de IU-LPS inhibe la tasa neurogénica, dichos niveles son mayores a los observados en
condiciones control para el tratamiento de II-LPS. Con respecto a la disminucién de la
neurogénesis asociado al estrés por el manejo no se observaron diferencias conductuales que
indicaran ansiedad por lo que las diferencias en la neurogénesis basal se pueden asociar

principalmente a la edad.

La disminucidon en la tasa neurogénica observada en el modelo de IU-LPS puede asociarse a la
inhibicidn de la proliferacién de los precursores neurales, a la disminucién de la sobrevivencia de
las nuevas células o a la desregulacion de la diferenciacion celular. La proliferacién depende de
diferentes tipos de precursores neurales que tiene atributos fisiolégicos especificos, para cada tipo
de célula precursora neural es distinta la duracion del ciclo celular, el nUmero de divisiones
celulares que llevan a cabo y el tipo de respuesta ante un mismo estimulo (Brandt et al., 2012;
Farioli-Vecchioli et al., 2014; Fischer et al., 2014; Kronenberg et al., 2003; Lugert et al., 2010;
Steiner et al., 2008). Ademas de la diversidad fisioldgica es necesario considerar las restricciones
de las estrategias experimentales para evaluar la proliferacidn, al evaluar la tasa neurogénica con
un protocolo de pulso y caza con BrdU durante 3 dias consecutivos la cohorte de células marcadas
incluye a los progenitores que siguen en ciclo e incorporaron una o varias veces al BrdU
dependiendo si llevaron a cabo 1, 2 o 3 rondas de division y que sobrevivieron, asi como a los
neuroblastos que salieron de ciclo para generar neuronas post-mitdticas, la posibilidad de
identificar diferente tipos celulares y diferentes momentos se debe a que el proceso neurogénico
es asincrénico (Brandt et al.,, 2012) y por lo tanto, refleja un efecto acumulado de diferentes
poblaciones que puede enmascarar el perfil proliferativo. Entonces, para saber cdmo se modifica
el comportamiento proliferativo de las células precursoras neurales en un contexto

neuroinflamatorio es necesario hacer evaluaciones mas especificas restringidas en el tiempo.
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Por lo anterior, para la evaluacion de la capacidad proliferativa se utilizd una estrategia diferente
de marcaje con BrdU mediante pulsos cortos con un intervalo de sélo 2 h entre iip en un mismo
dia lo que permitié evaluar de una manera mas especifica el perfil proliferativo de una cohorte de
progenitores neurales. La reentrada a ciclo celular se evalué con la doble inmunodeteccion
BrdU+Ki67+ 24 h después de la ultima iip y el linaje neuronal se identificd con la inmunodeteccion
de DCX. Las diferentes combinaciones de los marcadores empleados permiten identificar
poblaciones distintas, 1) Las células BrdU+/DCX+ incluyen a los progenitores neurales tipo 2b, los
neuroblastos y las neuronas jovenes post-mitdtica; 2) las células Ki67+/DCX+ sélo constituyen una
poblacién de progenitores neurales tipo 2b y neuroblastos; 3) las células BrdU+/DCX- pueden
incluir CTNAs, CPNs 2a o nuevos astrocitos y; 4) las células Ki67+/DCX- incluyen cualquier tipo de

células proliferativas en la ZSG.

Los datos obtenidos indican que los progenitores neurales que mas proliferan son DCX+,
identificados tanto por ser la poblacidn celular que mas incorpora BrdU tras el pulso corto como
por ser la poblacién celular mayormente identificada con Ki67. Las células DCX+ pueden
corresponder a progenitores neurales tipo 2b y neuroblastos. Lo anterior concuerda con reportes
previos que indican que las células progenitoras neurales tipo 2a no amplifican la poza de células
(Lugert et al., 2012). Los progenitores neurales DCX+ disminuyen su capacidad proliferativa
durante la respuesta neuroinflamatoria establecida a los 7 d.p.i de LPS por una salida prematura
de ciclo celular. Lo anterior también se ha observado con otras estrategias experimentales,
nuestro grupo de trabajo reporté que células precursoras neurales obtenidas de ratones a los 7
d.p.i de LPS, expandidas in vitro y evaluadas por citometria de flujo muestran una restriccion
proliferativa de los progenitores neurales Tbr2+ (Melo-Salas et al., 2018). Ademas, nuestro grupo
de trabajo estd llevando a cabo evaluaciones de la cinética de la progresion del ciclo celular de los
progenitores DCX+, resultados preliminares indican que ocurre un alargamiento de la duracién del
ciclo celular, lo que puede promover una salida prematura del mismo. Con respecto a un
mecanismo molecular hay evidencia que indica que la inflamacién cerebral promueve un
incremento en P21, una proteina inhibidora de la progresién del ciclo celular (Zonis et al., 2013).
También, se observd que hay un incremento de células Ki67 que no tienen un linaje neuronal y
que se encuentran en la ZSG, lo que sugiere que podria ser progenitores tipo 2a o CTNAs. Se ha
reportado que la disminucién en el tamafio de la poblacién de progenitores neurales Thr2+

promueve un incremento en la activaciéon de las CTNAs sugiriendo que hay un mecanismo
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intrinseco de regulacion directa del tamafo poblacional de cada tipo de progenitor (Hodge et al.,

2012b).

Aun hace falta conducir investigaciones que evalten 1) la capacidad proliferativa de las CPNs
durante la fase temprana de la respuesta neuroinflamatoria para identificar la dinamica en Ia
respuesta neurogénica, 2) como se modifica la tasa de activacion y proliferacion de las diferentes
subpoblaciones de CTNAs que coexisten en la ZSG y si generan algun tipo de memoria celular, 3) si
hay una mayor generacidn de astrocitos, 4) si los progenitores DCX+ identificados en este trabajo
corresponden a CPN de amplificacién transitoria o a neuroblastos, 5) la duracidon de su ciclo celular
y el nimero de divisiones celulares que realizan, ya que estas células pueden llevar a cabo
divisiones simétricas o asimétricas sin un orden aparente sugiriendo que su comportamiento

proliferativo es mas complejo de lo anteriormente descrito (Pilz et al., 2018)

La neuroinflamacién es una respuesta fisioldgica ante una infeccidon o dafio tisular, un perfil pro-
inflamatorias promueve una disminucion en la capacidad proliferativa, un mecanismo celular que
subyace a la reduccién de la tasa neurogénica y a cambios en la temporalidad en la que se generan
nuevas neuronas que puedan integrarse a los circuitos preexistentes del hipocampo. Los efectos a
largo plazo en la plasticidad hipocampal no sélo dependen del nimero sino también del contexto
en el que ocurre la neurogénesis por lo que dicha disminucidn puede representar una respuesta
adaptativa que previene la insercion de neuronas disfuncionales. Los principales objetivos
terapéuticos y de investigacion deberan centrarse en estrategias de intervencidn que modulen la
respuesta proinflamatoria que permitan a su vez, rescatar la neurogénesis inhibida en un
momento adecuado. Por ejemplo, el ejercicio fisico promueve un aumento en la neurogénesis al
incrementar los niveles de circulantes y locales de varios factores de crecimiento como el BDNF,
VEGF, IGF-1 y se ha demostrado que incide especificamente en la proliferacién de las células
precursoras neurales (Aimone et al.,, 2014). Diferentes aproximaciones experimentales han
demostrado que el ejercicio fisico rescata la neurogénesis tras la irradiacién (Naylor et al., 2008)
recupera la neurogénesis disminuida por la administracion de LPS (Wu et al., 2007). Ademas, se ha
reportado que el ejercicio puede modular el estado de activacion de la microglia de ratones
envejecidos (Kohman et al., 2013) y que atenua la disminucidon en la neurogénesis inducida por LPS
e incrementa a la microglia con fenotipo neuroprotector en ratones envejecidos (Littlefield et al.,

2015).
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Conclusién

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan evidencia que expande observaciones previas
sobre el efecto anti-neurogénico de la inflamacion cerebral y que permite avanzar en el
entendimiento de los mecanismos celulares que subyacen a dicha regulacion negativa. La
respuesta neuroinflamatoria establecida 7 dias después de la IU-LPS tiene un perfil
proinflamatorio que provoca una reduccidn en la tasa neurogénica al promover una salida
prematura del ciclo celular de los progenitores DCX+, la poblacidon celular que tiene la tasa
proliferativa mas alta durante el proceso neurogénico, lo que da origen a neuronas post-mitdticas
antes de tiempo contribuyendo asi a la reduccion en la generacion de nuevas neuronas granulares
en el hipocampo adulto. Mientras que la progresién de la neuroinflamacién inducida por la lI-LPS
no induce una disminucién sostenida de la tasa neurogénica mas alld de la reduccién de la
neurogénesis basal dependiente de la edad. Lo anterior indica que tanto la progresion de la
neuroinflamacién como sus efectos sobre la neurogénesis son procesos dindmicos que dependen

del contexto celular y molecular.
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Abstract: The dentate gyrus of the hippocampus is a
plastic structure where adult neurogenesis constitu-
tively occurs. Cell components of the neurogenic niche
are source of paracrine as well as membrane-bound fac-
tors such as Notch, Bone Morphogenetic Proteins, Wnts,
Sonic Hedgehog, cytokines, and growth factors that regu-
late adult hippocampal neurogenesis and cell fate deci-
sion. The integration and coordinated action of multiple
extrinsic and intrinsic cues drive a continuous decision
process: if adult neural stem cells remain quiescent or
proliferate, if they take a neuronal or a glial lineage, and if
new cells proliferate, undergo apoptotic death, or survive.
The proper balance in the molecular milieu of this neuro-
genic niche leads to the production of neurons in a higher
rate as that of astrocytes. But this rate changes in face of
microenvironment modifications as those driven by physi-
cal exercise or with neuroinflammation. In this work, we
first review the cellular and molecular components of the
subgranular zone, focusing on the molecules, active sign-
aling pathways and genetic programs that maintain qui-
escence, induce proliferation, or promote differentiation.
We then summarize the evidence regarding the role of
neuroinflammation and physical exercise in the modula-
tion of adult hippocampal neurogenesis with emphasis on
the activation of progression from adult neural stem cells
to lineage-committed progenitors to their progeny mainly
in murine models.
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Introduction

Adult neural stem cells (ANSCs) and their progeny confer
a unique mode of hippocampal plasticity that is impor-
tant to maintain normal functions, such as hippocampus-
dependent learning and memory and regulation of mood,
and presumably enhances adaptation to continuously
changing environments (Aimone et al., 2014; Bond et al.,
2015; Kempermann et al., 2015). ANSCs in the subgranular
zone (SGZ) are multipotent cells that are either at a qui-
escent or at an active state and they do not possess pre-
determined programs for the generation of a particular
neural lineage cell type. Instead, they are in close contact
with blood vessels and have receptors for multiple mem-
brane-bound factors as well as soluble factors arising
from their niche, which allow them to sense the microen-
vironment and change their proliferative behavior accord-
ingly (Palmer et al., 2000; Filippov et al., 2003; Gebara
et al., 2016; Moss et al., 2016). When active, these cells are
capable of self-renewal but they can also yield a transient
amplifying progenitor cell (TAPC) that in turn gives rise
to neuroblasts and which can further develop into mature
granular neurons. Alternatively and under physiological
conditions, ANSCs can also give rise to astrocytes (Suh
et al., 2007; Bonaguidi et al., 2011, 2016; Encinas et al.,
2011).

In physiological conditions, ANSCs supply the
granule cell layer (GCL) with glutamatergic neurons in a
higher proportion than astrocytes throughout life (Suh
et al., 2007; Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011).
In proneurogenic conditions such as physical exercise,
growth factors, and Wnt signaling molecules are up-regu-
lated while bone morphogenetic protein (BMP) pathways
are down-regulated, thus modulating ANSC activity in
such a way that neurogenesis prevails (Bonaguidi et al.,
2005, 2008; Jang et al., 2013). In pathological conditions
such as neuroinflammation, microglial activation occurs
and the release of proinflammatory cytokines increases,
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which in turn guides to ANSC-derived astrogenesis and
promote a neural precursor cell proliferation decrease
(Monje et al., 2003; Cacci et al., 2005).

Adult hippocampal neurogenesis

The adult mammalian SGZ of the hippocampal dentate
gyrus (DG) is one of the regions where neurogenesis con-
stitutively occurs throughout life (Altman and Das, 1965;
Kaplan and Hinds, 1977; Cameron and Mckay, 2001).
The generation of new glutamatergic granule neurons
from ANSCs occurs through a developmental complex
sequence of events that includes the activation of quies-
cent ANSCs into a proliferating state, neuronal fate-choice
of the proliferating progenitor cells, survival of new born
cells, neuronal maturation, and functional integration
into the hippocampal circuit (Zhao et al., 2008; Ming and
Song, 2011; Kempermann et al., 2015) (Figure 1A).

Molecular mediators of ANSC
maintenance and activation

ANSCs, also known as glia-like radial stem cells or type 1
cells, are multipotent cells whose main functional char-
acteristic is their low rate of division; these cells remain
for long periods out of the cell cycle in a quiescent state.
ANSC activation may lead to the expansion of the stem
cell pool through symmetric self-renewal, although at a
low frequency; maintenance of the pool through asym-
metric self-renewal over long time; or depletion through
a direct astrocytic differentiation (Bonaguidi et al., 2011;
Dranovsky et al., 2011; Encinas et al., 2011; Song et al.,
2012).

ANSCs have a radial morphology with their cell body
in the SGZ and a single long radial process that extends
through the GCL reaching the inner third of the molecular
layer, where it ramifies. These cells have astrocytic char-
acteristics, such as the expression of glial fibrillary acidic
protein (GFAP), Vimentin, and brain lipid binding protein
(BLBP), and have a vascular end-feet and passive mem-
brane properties. In addition, ANSCs express neural stem
cell markers such as Nestin and Sox2 (Palmer et al., 2000;
Seri et al., 2001; Filippov et al., 2003; Fukuda et al., 2003;
Garcia et al., 2004; Gebara et al., 2016; Moss et al., 2016).

Maintenance of type 1 cells is essential to ensure
adult hippocampal neurogenesis throughout life. The
niche maintains ANSC’s quiescence, which prevents
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an excessive activation followed by the depletion of the
neural stem cell pool. The quiescent state of these cells
depends on the integration of received molecular signals.
Thus, in physiological conditions, Notch (Ables et al.,
2010; Ehm et al., 2010) and BMP (Bonaguidi et al., 2005,
2008; Mira et al., 2010) signaling pathways are active as
well as GABA release (Ge et al., 2007; Song et al., 2012),
while Wnt signaling pathway is down-regulated by the
chronically secreted frizzled related protein 3 (sFRP3)
inhibitor, which maintains a quiescent state (Jang et al.,
2013) (Figure 1B).

Notch signaling pathway is involved in the balance of
quiescence and proliferation of type 1 cells and is required
to maintain an undifferentiated state (Ehm et al., 2010;
Lugert et al., 2010). Genetic manipulation of Notchl via
its conditional ablation decreases maintenance and pro-
motes proliferation of type 1 cells (Ables et al., 2010).
Jagged1 is expressed both by the niche astrocytes and
by TAPCs (Stump et al., 2002; Lavado and Oliver, 2014),
and the interaction between Jagged1 on TAPCs and Notch
receptors on ANSCs has been proposed to function as a
feedback mechanism maintaining ANSC quiescence.
Depletion of the TAPC population leads to an initial
increase in ANSCs proliferation (Gao et al., 2009; Lavado
et al., 2010; Hodge et al., 2012b), suggesting an induction
of type 1 cell quiescence by TAPCs. Accordingly, the same
sequence of events also takes place when Notch1 receptor
or RBPJk is deleted with the consequent depletion of the
ANSCs pool (Ables et al., 2010; Ehm et al., 2010; Lavado
and Oliver, 2014). One direct target of Notch signaling is
the transcription factor hairy-enhancer-of split 5 (Hes5)
(Lugert et al., 2010), which inhibits neural differentiation
by preventing the function of proneurogenic bHLH tran-
scription factors. In addition, Notch/RBPJk signaling con-
trols maintenance and proliferation in adult hippocampal
neurogenesis through the transcriptional regulation of
SRY-related high-mobility group box family member 2
(Sox2) expression. In agreement with the above, Sox2
overexpression has been shown to be sufficient to rescue
self-renewal deficits of RBPJk-deficient ANSCs (Ehm et al.,
2010). These results suggest that the actions of Notch
signaling are, at least in part, mediated by control of Sox2
expression. Sox2 is required for the maintenance, prolif-
eration capacity, and multipotency of type 1 cells. Con-
ditional deletion of Sox2 results in a drastic reduction of
the number of type 1 cells and decreases proliferation of
ANSCs and TAPCs. Furthermore, Sox2 represses proneu-
rogenic transcription factor NeuroD1, preventing neuronal
differentiation and maintaining ANSCs in a multipotent
state (Kuwabara et al., 2009). Additionally, Sox2 also
controls the expression of Sonic Hedgehog (Shh), which
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Figure 1: Adult hippocampal neurogenesis under physiological conditions.
(A) A schematic diagram depicting how newborn cells undergo several consecutive developmental stages from adult neural stem cells to
fully mature neurons. (B) The adult hippocampal niche. Schematic illustration of cellular and molecular components present in the SGZ.
Arrows indicate the cellular type upon which different molecules impact, as well as their inhibitory or activating effect. (C) Signals and tran-
scription factors involved in the maintenance of quiescence and activation of ANSC (see text for details).
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promotes cell proliferation (Favaro et al., 2009). Quiescent
ANSCs and TAPCs respond to Shh (Ahn and Joyner, 2005),
which is expressed in both the adult hippocampus and
neural precursor cells in culture. Shh-signaling induction
increases cell proliferation both in vivo and in vitro, while
its inhibition reduces cell proliferation in vivo (Lai et al.,
2003). In addition, conditional disruption of primary cilia
leads to abrogated Shh activity impairing the production
of TAPCs derived from ANSCs (Breunig et al., 2008).

BMP/Smad signaling pathway is also active in the
adult SGZ. BMPs are chronically secreted by granule
neurons and by ANSCs themselves, and BMP inhibitors,
including Noggin and Chordin, are also present in the hip-
pocampal niche (Bonaguidi et al., 2005, 2008). BMPs are
necessary for the maintenance of the quiescent state of
ANSCs and are also essential for the differentiation and
maturation of granule neurons. Type 1 cells in the adult
SGZ express BMPR-Ia, which is down-regulated in type 2
cells, while neuroblasts and neurons express BMPR-Ib.
Activation of the BMP pathway reduces proliferation in
vitro, whereas in vivo, the inhibition of BMP2/4 signaling
and the ablation of Smad4 from type 1 cells increase cell
proliferation (Mira et al., 2010). BMP2/4 signaling acti-
vates transcription factor Smad1, which forms a heterotri-
meric complex with Smad4 to transcriptionally regulate
target gene expression such as the bHLH transcription
factor Hes1, which is known to block the action of proneu-
rogenic bHLH factors. The active form of Smad1 is found
in quiescent type 1 cells under physiological conditions
(Mira et al., 2010).

Wnt signaling pathway regulates cell proliferation and
promotes neuronal differentiation and maturation during
adult hippocampal neurogenesis (Lie et al., 2005; Varela-
Nallar and Inestrosa, 2013). Receptors on ANSCs respond
to Wnt signaling components, which in turn are secreted
by astrocytes (Lie et al., 2005). Wnt3 is produced by local
astrocytes in the hippocampal neurogenic niche and its
overexpression or the blockade of Wnt signaling is suf-
ficient to increase and impair neurogenesis respectively,
both in vitro and in vivo (Lie et al., 2005). Neuronal activity
decreases the expression of Wnt antagonist SFRP3, which
is tonically secreted by dentate granule neurons. sFRP3
deletion activates quiescent ANSCs with the consequent
excessive cell proliferation and loss of the neural stem cell
pool while it also promotes new born neuron maturation
(Jang et al., 2013).

Several neurotransmitters have been shown to impact
on neural stem cell behavior in the adult SGZ, providing
a link between the activity of particular neuronal popu-
lations and the regulation of adult neurogenesis (Berg
et al., 2013). For instance, tonic (extrasynaptic) GABA that
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comes from parvalbumin-positive basket interneurons
signals through chloride channel-linked GABA, recep-
tors to maintain the quiescent state of ANSCs, and the
loss of this receptor increases cell proliferation in the SGZ
(Ge et al., 2007; Song et al., 2012). Thus, in physiological
conditions, enhancement of y2-mediated GABA signaling
promotes the quiescence of type 1 cells while decreasing
GABA released from parvalbumin-expressing interneu-
rons or deleting y2-subunit-containing GABA, receptors
from radial-glia-like quiescent cells induces their sym-
metrical self-renewal (Song et al., 2012) (Table 1).

In physiological conditions, decreasing Notch sign-
aling (Breunig et al., 2007), Wnt inhibitors release (Jang
et al., 2013), and GABA (Song et al., 2012) induces ANSC
activation. A subset of proliferating type 1 cells expresses
the proneural bHLH transcription factor achaete-scute
homolog 1 (Ascll) (Kim et al., 2007; Ables et al., 2010).
ANSCs respond to proneurogenic stimuli by up-regulating
the transcription factor Ascll and subsequently exiting
quiescence. Interestingly, deletion of Ascll impairs the
response to proneurogenic stimuli, suggesting that Ascll
is involved in the switch from quiescence to activation.
Ascll promotes the proliferation of ANSCs by directly
regulating the expression of cell-cycle regulatory genes
(Andersen et al., 2014). Other transcription factors like
Forkhead O-box 3 (FoxO3), which belongs to the Hes
family, is expressed in type 1 cells and its ablation results
in a failure of ANSCs balance to the quiescent state, with
the consequent depletion of the ANSC pool (Renault et al.,
2009). FoxO3 maintains the program of genes that pre-
serves quiescence, cell maintenance, and proliferation
and shares common targets with Ascll inhibiting neuro-
genesis (Renault et al., 2009; Webb et al., 2013) (Figure 1C).

ANSC progeny

The multipotency of ANSCs was initially suggested by
their long-term expansion and differentiation into the
three neural lineages, neurons, astrocytes, and oligoden-
drocytes in cell cultures (Palmer et al., 1997). However, in
the adult SGZ, only the neuronal and astroglial lineages
are generated under physiological conditions (Suh et al.,
2007; Lugert et al., 2010; Bonaguidi et al., 2011; Encinas
et al., 2011; Rolando et al., 2016). ANSC astrogenic asym-
metric cell division gives rise to a nonproliferative astro-
cyte and the ANSC returns to quiescence. Also, ANSCs
generate astrocytes through terminal differentiation
(Bonaguidi et al., 2011; Encinas et al., 2011). Neuronal-
lineage programming derived from ANSCs begins when
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they undergo a neurogenic asymmetric cell division that
gives rise to another ANSC that returns to a quiescent state
and a highly proliferative TAPC (Bonaguidi et al., 2011).
Newly generated neurons are only glutamatergic (Zhao
et al., 2008; Ming and Song, 2011), while newly born
astrocytes tend to extend horizontally in the direction of
the SGZ, exhibit a bushy morphology, and express GFAP,
a specific calcium binding protein S100p and aldehyde
dehydrogenase 1 family member L1 (ALDH1L1) (Steiner
et al.,, 2004; Suh et al.,, 2007; Bonaguidi et al., 2011;
Encinas et al., 2011).

In the adult SGZ, ANSC fate-choice to a neuronal or
astroglial lineage is controversial. While the results of
fate mapping analysis of proliferative cells using BrdU
or retroviruses reveal that neurogenesis is 10 times more
frequent than gliogenesis (van Praag et al., 2002; Steiner
et al., 2004; Suh et al., 2007), the results of clonal assays
suggest similar frequencies to neuronal and astroglial
fate-choice (Bonaguidi et al., 2011). A possible explana-
tion for this disparity is that even though both processes
start from the same ANSC, they diverge early: during the
neurogenic process, TAPCs exhibit several rounds of cell
division, whereas during the astrogenic process, the new
astrocyte becomes quiescent (Bonaguidi et al., 2011).
How this cell fate decision is controlled remains unclear;
however, the interaction between the ANSC and their
niche is determining.

TAPC proliferation and neuronal
lineage commitment

As mentioned above, a neurogenic asymmetric cell divi-
sion yields TAPCs, also known as type 2 cells. These cells
are small, with their cell body in the SGZ, with a short tan-
gential process, and are often found in clusters (Palmer
et al., 2000; Seri et al., 2004; Seki et al., 2007; Suh et al.,
2007). Type 2 cells exhibit limited self-renewal with mul-
tiple rounds of symmetric divisions before giving rise to
neuroblasts (Kronenberg et al., 2003; Encinas et al., 2006,
2011; Steiner et al., 2006; Bonaguidi et al., 2011). The selec-
tive apoptotic death of a large proportion of TAPCs within
their first days of life has been proposed as a regulatory
mechanism of adult hippocampal neurogenesis (Sierra
et al., 2010). Type 2 cells express Ascll, which promotes
their proliferation and differentiation into neurons (Kim
et al., 2007; Ables et al., 2010).

Type 2 cells still express Nestin, Sox2, and BLBP but
lack the characteristic radial morphology, which may rep-
resent an earlier state of TAPCs (type 2a). Neuronal fate
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determination involves a down-regulation of transcrip-
tional programs that maintain ANSC identity, multipo-
tency, and proliferation capacities as well as the initiation
of a neuron-specific transcriptional profile (Beckervorder-
sandforth et al., 2016).

In the adult SGZ, Pax 6 is expressed in type 1 cells
and persists transiently into type 2a cells (Maekawa et al.,
2005; Nacher et al., 2005). The up-regulation of the bHLH
transcription factor Neurogenin2 (Neurog2) and T-box
brain gene 2 transcription factor (Tbr2) begins in type 2a
cells (Ozen et al., 2007; Hodge et al., 2008). Tbr2 is pri-
marily restricted to type 2 progenitor cells with a weak
expression in type 1 and a progressively down-regulation
in type 3 cells (Hodge et al., 2008). Thr2 is a key factor for
progression toward a neuronal fate. Conditional ablation
of Thr2 inhibits the transition from 2a progenitors cells to
type 2b cells (Hodge et al., 2012b), resulting in decreased
adult hippocampal neurogenesis. Thr2 was suggested to
counteract Sox2-mediated inhibition of differentiation by
directly repressing Sox2 expression (Hodge et al., 2012a,b).

Lineage commitment markers, such as transcription
factors NeuroD1 and Prospero Homeobox 1 (Prox1), micro-
tubule associated-protein doublecortin (DCX), and poly-
sialyl neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM), among
others, appear in a later stage of maturation indicating
a neuronal phenotype (type 2b) (Filippov et al., 2003;
Kempermann et al.,, 2004; Rao and Shetty, 2004; Seri
et al., 2004). Simultaneous expression of NeuroD1, DCX,
and Prox1 is initiated in type 2b cells (Steiner et al., 2006;
Hodge et al., 2008; Gao et al., 2009; Kuwabara et al., 2009;
Lavado et al., 2010). Conditional deletion of NeuroDI in
ANSCs results in a decrease in granule neuron numbers,
indicating an essential role of NeuroD1 in the differentia-
tion, survival, and maturation of new born neurons (Gao
etal., 2009). Conditional ablation of ProxI reduces granule
cell generation. Thus, Prox1 is necessary for both survival
of type 2b cells and neuronal differentiation (Lavado et al.,
2010; Karalay et al., 2011).

Wnt signaling can directly induce neurogenic genes
such as Neurog2, NeuroD1, and Prox1 in type 2 cells, which
are also essential transcription factors to neuronal differ-
entiation (Gao et al., 2009; Kuwabara et al., 2009; Karalay
et al., 2011). Wnt signaling removes Sox2 repression from
the NeuroD1 promoter (Kuwabara et al., 2009). Given that
the DCX promoter has a NeuroD1 binding site, it is sug-
gested that NeuroD1 induces DCX expression, thus defin-
ing the beginning of 2b type cells (Steiner et al., 2008).
The sequence of Pax6>Neurog2>Tbr2>NeuroD1 > Prox1
transcription factors drives the differentiation of TAPCs
into glutamatergic granule neurons in the adult SGZ.
Interestingly, this cascade closely resembles some aspects
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of neurogenesis in the developing brain, thus suggesting
a conserved genetic program in glutamatergic neurogen-
esis (Nacher et al., 2005; Hevner et al., 2006; Hodge et al.,
2008, 2012a).

Type 2b cells give rise to migratory neuroblasts or
type 3 cells. Neuroblasts have low proliferative activity,
migrate tangentially along the SGZ, exit the cell cycle, and
differentiate into immature neurons. New neurons have
a transient expression of Calretinin (Brandt et al., 2003)
and migrate radially short distances into the GCL to enter
a maturation phase through the growth of axons and den-
drites that establish functional connections and integrate
into the existing circuitry of the hippocampus (Figure 1A)
(Aimone et al., 2014; Bond et al., 2015). It is well accepted
that adult-born integrated neurons play a role in some
types of learning and memory. This topic is beyond the
scope of this work; therefore, the reader is referred to
recent comprehensive reviews on the latest neurogenic
stages and the role of new neurons on behavior (Toni and
Schinder, 2015; Goncalves et al., 2016).

Although neuroinflammation and running influence
several stages of adult hippocampal neurogenesis in this
review, we will only focus on the activation of quiescent
ANSC, their fate-choice, and the behavior of the prolif-
erating progenitor cells. It is worth mentioning that both
inflammation and running have opposite effects in prolif-
eration as well as in behavior, the first being detrimental
for memory and the latter promoting it (van Praag et al.,
1999; Sahay et al., 2011; Belarbi et al., 2012; Valero et al.,
2014; Ryan and Nolan, 2016; Saraulli et al., 2017).

The DG milieu in the neurogenic
process

A multicellular neurogenic niche regulates the complex
sequence of activation, proliferation, and differentiation
steps of ANSCs. The SGZ niche includes the ANSCs them-
selves, their immediate progeny, granule neurons, local
interneurons, endothelial cells, astrocytes, and micro-
glia. These multiple cell types contribute to the signaling
milieu, which permit and support that the neurogenic
process occurs in a controlled way constitutively but also
during physical exercise and neuroinflammation.

In the SGZ, local astrocytes play a key role in neuro-
genesis through both cell-to-cell contacts and through the
release of soluble factors. Astrocytic cell surface ligands,
ephrins, have been identified to play a role in regulating
neurogenesis through cell-to-cell contact. Specifically,
ephrin-B2 promotes neuronal differentiation of ANSCs by
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activating B-catenin signaling (Ashton et al., 2012). Hip-
pocampal astrocytes induce an increase in cell prolifera-
tion and also promote neuronal differentiation in coculture
experiments through both soluble and membrane-bound
factors (Song et al., 2002; Barkho et al., 2006).

Microglia are the resident immune cells of the brain.
Under normal conditions, resting microglia display small
cell bodies and a ramified morphology with dynamic
processes that are constantly in motion, surveying their
local microenvironment for signals of homeostasis dis-
ruption and communicating with cells such as astro-
cytes, neurons, and endothelial cells (Nimmerjahn et al.,
2005). Unchallenged microglia rapidly phagocyte apop-
totic bodies of TAPCs in the SGZ, and these scavenging
properties regulate early stages of neurogenesis (Sierra
et al., 2010). Moreover, the neuronal transmembrane
chemokine fractalkine and its microglia-expressed recep-
tor, CX3CR1, regulate adult hippocampal neurogenesis.
CX3CR1-deficient mice, which have disrupted fractalkine
signaling, exhibit both cell proliferation and survival
decrease of neural precursor cells (Bachstetter et al.,
2011) (Figure 1B).

Extrinsic factors remodel cellular and molecular niche
components, which in turn modify the proliferative behav-
ior of neural precursor cells. It is now clear that molecular
signals are key factors in cell fate given that they trigger
gene expression. The molecular profile may vary within
the same niche, and different types of extrinsic factors
dynamically modulate adult hippocampal neurogenesis
either with detrimental or beneficial effects, such as neu-
roinflammation and physical exercise, respectively.

Neuroinflammation decreases pro-
liferation and neuronal differentia-
tion capacities

Neuroinflammation is a complex cellular and molecular
response to brain pathology, injury, or exposure to patho-
gens in attempt to defend it against insults, clear dead and
damaged cells, and return brain into a normal state. The
inflammatory response is primarily driven by the activa-
tion of resident microglia and local invasion of circulat-
ing immune cells, endothelial cells and astrocytes, which
produce a plethora of immune mediators, proinflam-
matory and anti-inflammatory cytokines, chemokines,
prostaglandins, oxidative stress mediators, and neuro-
transmitters. These soluble mediators build up, main-
tain, or resolve the inflammatory state. The inflammatory
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environment may influence the temporal and spatial rela-
tionship between ANSCs and their niche and thus alter
self-renewal, proliferation, differentiation, survival, and
migration of neural precursor cells as well as functional
properties and synaptic connectivity of the new neurons
(Monje et al., 2003; Carpentier and Palmer, 2009; Whitney
et al., 2010; Russo et al., 2011b; Borsini et al., 2015; Ryan
and Nolan, 2016) (Figure 2A).

A mechanistic pathway for sustained neuroinflam-
mation involves the activation and priming of microglial
cells. It is well accepted as a general concept that inflam-
mation, triggered by either acute infection or chronic
disease, amplifies microglial responses that exacerbate
neurodegenerative processes, so an important underly-
ing mechanism for impaired neurogenesis relies on such
local brain inflammatory reaction. Microglia respond to
pathogen-associated or damage-associated molecules
and acquire a reactive profile with morphological and
functional changes. These activated microglia display
enlarged cell somas with fewer and shorter process with
less arborization and release cardinal pro-inflammatory
cytokines such as IL-6, TNF-o, and IL-1B, as well as prod-
ucts of COX-1, iNOS, and NADPH oxidase, or release anti-
inflammatory cytokines such as IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B,
CD200, arginase-1, and growth factors such as IGF-1 and
BDNF (Butovsky et al., 2006; Carpentier and Palmer,
2009; Whitney et al., 2010; Russo et al., 2011b; Belarbi and
Rosi, 2013; Borsini et al., 2015; Ryan and Nolan, 2016).
Nonetheless, activation of microglia triggers a heteroge-
neous response of individual subpopulations in the brain.
For instance, synthesis of TNF-o. is restricted to a subset of
microglial cells, whereas a different subpopulation might
respond with an INFy-enforced up-regulation of MHCII
surface proteins (Scheffel et al., 2012). This is important
because the concerted response does not occur all at once,
but rather as the collection of individually acting cell sub-
populations, which might have different profiles for the
production of soluble mediators of inflammation, similar
to what happens with clonal macrophages (Ravasi et al.,
2002), that ultimately affect adult hippocampal neurogen-
esis (Figure 2B).

It is worth mentioning that under physiological cir-
cumstances, microglia-dependent production of cyto-
kines is under balance and that the constant production
of these mediators is indispensable to maintain proper
development, physiology, and homeostatic function of
the CNS (Williams et al., 2014). In this regard, there is a
fundamental difference between adult and developmen-
tal neurogenesis, in which activated microglia seems to
regulate normal embryonic neurogenesis by phagocyto-
sis and by the secretion of regulating molecules like NO
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and inflammatory cytokines, mechanisms that otherwise
would be detrimental for adult neurogenesis (Fan and
Pang, 2017). Furthermore, microglia-driven apoptosis
during hippocampal development is important to shape
up neuronal circuits and regulate neuronal numbers in a
process that resembles the elimination of pathogenic cells
by the innate immune system (Wakselman et al., 2008).
Similar processes occur during cortical development
(Cunningham et al., 2013).

Soluble factors released by classically activated
microglia, astrocytes and other immune cells, signifi-
cantly affect ANSCs behavior. Type 1 cells express func-
tional immune-like molecules, such as cell adhesion
molecules, cytokines, and chemokines receptors and Toll-
like receptors (TLRs) that allow them to respond to the
inflamed brain (Monije et al., 2003; Iosif et al., 2006; Rolls
et al., 2007; Koo and Duman, 2008; Wu et al., 2012; Chen
and Palmer, 2013). In vitro, LPS decreases the proliferation
of ANSCs via NFxb mechanisms, and the absence of TLR4
results in enhanced neurogenesis by modulation of self-
renewal and cell fate decision of ANSCs (Rolls et al., 2007).

A long-used model for inducing neuroinflammation
in vivo has been the administration, either systemic or
local, of bacterial endotoxin lipopolysaccharide (LPS) in
rodents. The acute detrimental effect of inflammation in
neurogenesis has been tested by peripheral (Monje et al.,
2003) or central (Ekdahl et al., 2003) LPS administra-
tion. LPS-activated microglia is localized in close proxim-
ity to the newly formed cells with a negative correlation
between the number of activated microglia in the SGZ
and the number of surviving new hippocampal neurons
(Ekdahl et al., 2003). Proinflammatory cytokines like IL-6,
TNF-a,, and IL-13, acutely released by LPS-activated micro-
glia, have been suggested as important mediators of the
detrimental effects of inflammation in neurogenesis. In
vitro studies demonstrate that coculture of ANSCs with
acutely activated microglia, with LPS treatment, or with
conditioned media, decreases neuronal differentiation
while increasing glial differentiation (Monje et al., 2003;
Cacci et al., 2005). Studies with more complex models
than LPS injections have also shown that bacterial infec-
tion to the central nervous system causing meningitis also
impairs neurogenesis to the extent of affecting the self-
propagation of neural precursor cells (Hofer et al., 2011).

To date, the molecular mechanistic ways in which
neurogenesis is disrupted by inflammatory processes
are not fully understood, but multiple players have been
shown to interfere in different steps such as proliferation,
differentiation, migration, and maturation of new cells in
the adult brain. As previously mentioned, IL-13, IL-6, and
TNF-0, the main proinflammatory cytokines produced
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A Adult hippocampal neurogenesis during neuroinflammation
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Figure 2: Regulation of adult hippocampal neurogenesis by neuroinflammation.

(A) Schematic diagram depicting how the proliferative behavior of neural precursor cells changes in a proinflammatory microenvironment.
Red curved arrows depict the decrease in proliferation. It is unknown which type of cell is particularly affected and if the apoptotic rate
changes. Green curved arrow shows an increased differentiation towards an astrocytic lineage. (B) Schematic illustration depicting how
neuroinflammation remodels the relationship between neural precursor cells and the cellular and molecular components of the niche.
Arrows indicate the cellular type upon which different molecules impact. (C) Signals and transcription factors that underlie proliferation
cell decrease and the increase toward an astrogenic fate (purple shade); possible scenarios for explaining the neurogenic decrease (blue
shade). See text for details.

Brought to you by | Universidad Nacional Autonoma
Authenticated
Download Date | 1/23/19 8:52 PM



10 —— M. Pérez-Dominguez et al.: Inflammation and running modulate NPC behavior

by activated microglia down-regulate these processes,
whereas INFy and anti-inflammatory cytokines have been
found to promote it. LPS induces the synthesis of IL-1j,
IL-6, and TNF-o. but no INFy (Hashimoto et al., 2003).
In an inflammatory loop, IL-13 and TNF-o. can promote
the expression of inflammatory mediators such as IL-8
and CXCL10 in neural precursor cells even when they
become differentiated (Pugazhenthi et al., 2013). Indirect
indications that these cytokines suppress neurogenesis
come from modulators that reduce their expression and
promote hippocampal neurogenesis in a setting of LPS-
induced inflammation (Clarke et al., 2017). So, in the end,
the collective profile of inflammatory mediators and the
source of inflammation would dictate the effect that neu-
roinflammation has on adult hippocampal neurogenesis.

Since the original descriptions on the effect of LPS
on neurogenesis by Monje and collaborators, TNF-o, a
pleiotropic proinflammatory cytokine, was identified as
a mediator of the inhibition of the proliferation of these
cells. TNF-oo was shown to play a detrimental role in
neural differentiation and to decrease neurogenesis when
added to ANSC cultures (Monje et al., 2003). This cytokine,
however, has been reported to have both proneurogenic
and antineurogenic properties. TNF-a-dependent acti-
vation of TNFR1, a receptor expressed in hippocampal
precursors, has a limitative effect on the baseline prolifer-
ation of neuronal precursor cells in the adult brain, as well
as of the increased proliferation of ANSCs that occurs fol-
lowing disturbances of brain homeostasis such as status
epilepticus (losif et al., 2006).

The mechanism for TNF-a-altered neurogenesis might
involve as well an impaired neuronal differentiation,
without affecting the proliferation of neural precursors,
through an increased activity of the transcription factor
Hes1 (Keohane et al., 2010). TNF-a-induced suppression
of neurogenesis might constitute a mechanism that pre-
serves brain integrity through the restraint of aberrant
neurogenesis, for instance, the one that occurs following
epileptic seizures with the consequent degeneration of
brain cells. This has been reported to occur through the
activation of TLR9 in microglia recognizing self-DNA as
damage-associated molecules and the consequent syn-
thesis and release of TNF-o. (Matsuda et al., 2015).

The elevation in brain of IL-13 levels through inflam-
matory stimuli, exogenous administration or over expres-
sion, significantly decreases cell proliferation both in vivo
and in vitro (Goshen et al., 2008; Koo and Duman, 2008;
Spulber et al., 2008; Wu et al., 2012). This negative effect is
prevented by deletion of the IL-1p receptor type I (Goshen
et al., 2008; Wu et al., 2012), by brain-directed overexpres-
sion of IL-1 receptor antagonist (Spulber et al., 2008) or
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IL-1 receptor antagonist coincubation (Koo and Duman,
2008). Furthermore, under sustained IL-1f overexpres-
sion, newborn cells in the SGZ fail to develop into neurons
and instead become astroglia (Wu et al., 2012).

IL-1B suppresses neurogenesis through the inhibi-
tion of neural precursor cell proliferation via activation of
IL-1R, rather than promoting precursor cell death (Koo and
Duman, 2008). The IL-13-induced cell cycle arrest is medi-
ated by the tumor suppressor p53 through an oxidative-
stress dependent mechanism that triggers the activation
of p21, a cyclin-dependent kinase inhibitor (Guadagno
et al., 2015), but this might not be the only mechanism.
Experiments in ANSCs with a conditional depletion of
MyD88, an adapter protein essential for IL-1p signaling,
have shown that IL-1B-induced reduction of neuroblasts
still occurs, although there is an increase in the number
of differentiated astrocytes upon IL-1p stimulation, sug-
gesting that this signaling mechanism participates in
limiting the astroglial proliferation during inflammation
(Wu et al., 2013). GSK-3p is also a key component of this
regulatory signaling, since its inhibition is able to restore
the IL-1B-induced decrease in precursor cell proliferation
and neuronal differentiation (Green and Nolan, 2012).
The effects of this cytokine on reducing neurogenesis can
occur at any time point during the lifespan. Interestingly,
the activity of IL-1B is prone to be modulated by external
stimuli. Global transcriptome profiling has revealed that
IL-1B as well as other proinflammatory cytokines such
as TNF-o. are down-regulated during intense exercise,
thus promoting neurogenesis (Lee et al., 2014), although
this stimulus might be limited in its ability to do so when
chronic IL-1B stimulation exists (Wu et al., 2012).

Neurogenesis is significantly reduced by IL-6. In an
adult transgenic mouse model with chronic astroglial
production of IL-6, it was shown that a substantial reduc-
tion occurs (Vallieres et al., 2002) in the proliferation, sur-
vival, and differentiation rate of neural precursor cells,
while conditioned media from LPS-activated microglia
decreases neuronal differentiation, which is prevented by
an IL-6-blocking antibody (Monje et al., 2003; Nakanishi
et al., 2007). Mechanistically, IL-6 increases the number of
neural precursor cells expressing p21, leading to a prolif-
eration halt; thus, IL-6 is a key regulator of the p21-medi-
ated control over hippocampal neuronal differentiation
under neuroinflammation (Zonis et al., 2013). Also, IL-6
impairs hippocampal neurogenesis by directly activating
the soluble IL-6Ra receptor, rather than the classical mem-
brane bound IL-6Ro. (Campbell et al., 2014). On the other
hand, suppression of IL-6 in mice that lack the expression
of Axl and Mertk TAM receptors, involved in homeostatic
regulation of cytokine receptors and TLRs, abolishes the
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inflammatory inhibition of neurogenesis, pointing out to
this type of receptors as important regulators of the neuro-
genic control that IL-6 exerts (Ji et al., 2013). IL-6 also shifts
differentiation toward astrogliogenesis, as evidenced by
the regulatory activity of miR-155, a robust inducer of IL-6
production in LPS-activated microglia, when cocultured
with ANSCs (Woodbury et al., 2015).

COX-1 is involved in the neuroinflammatory response
to LPS injection. Ablation or pharmacological inhibition of
COX-1 significantly reduces microglial activation, release
of proinflammatory and oxidative stress mediators, as
well as blood-brain barrier disruption and recruitment of
peripheral immune cells (Choi et al., 2008). COX-1 impairs
adult hippocampal neurogenesis following LPS-induced
inflammation. LPS reduces proliferation, differentiation,
and survival of ANSCs, and this effect is prevented by
COX-1 deficiency, indicating an important role for COX-1 in
propagating the inflammatory response and modulating
the neurogenic niche (Russo et al., 2011a). COX-1-derived
prostaglandin E2 after LPS-induced inflammation leads to
the decrease in TAPCs, and these cells express prostaglan-
din E1 (EP1) receptor. Interestingly, deletion of EPI pro-
tects type 2 cells from prostaglandin E2-mediated toxicity
(Keene et al., 2009).

Finally, reactive oxygen species produced after inflam-
mation also have an impact on neurogenesis. NOS-derived
nitric oxide acts as an important negative regulator of cell
proliferation suppressing neurogenesis in the adult SGZ.
The number of new cells generated increases when NO
production is suppressed by both a NO synthase inhibitor
or deletion of neuronal NO synthase (Packer et al., 2003;
Zhu et al., 2006) (Table 1).

Is glial fate-choice favored in adult
hippocampal SGZ during LPS-
induced neuroinflammation?

In the adult SGZ, neuronal and astroglial lineages are
generated under physiological conditions. Interestingly,
new neurons are generated at a higher rate as that of
new astrocytes (Suh et al., 2007; Bonaguidi et al., 2011;
Encinas et al., 2011). The origin of new astrocytes has
been explained as being a separate differentiation path
from neurogenesis (Bonaguidi et al., 2011) and as an end
product of neuronal differentiation (Encinas et al., 2011).
Several processes directing cell fate decision can
be modulated during neuroinflammatory conditions.
High levels of IL-6, TNF-a, and IL-13 promote astrocytic
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differentiation by activating the JAK/STAT3 signaling.
Signaling via glycoprotein 130 (gp130), the corecep-
tor of the IL-6 receptor on neural precursor cells stimu-
lates Notch1 signaling, which increases the expression
of the transcription factor Hesl (Chojnacki et al., 2003).
ANSCs cultured with LPS-activated microglia conditioned
medium or IL-6 lead to an increase in Hesl, consistent with
the reduction in neuronal cell fate (Monje et al., 2003).
Besides, treatment of neural precursor cells with TNF-o
induces astrogliogenesis and inhibits neurogenesis indi-
rectly via the JAK-STAT3 pathway through the induction
of members of the IL-6 cytokine family that decrease the
proneural bHLH transcription factor Ascll while increas-
ing Hesl1 (Peng et al., 2008; Keohane et al., 2010). Hesl
negatively regulates proneural bHLH transcription factors
and represses the commitment of precursor cells to a neu-
ronal fate (Nakamura et al., 2000). Thus, IL-6 and TNF-o,
may exert antineurogenic effects by increasing the expres-
sion of Hes1, which may direct astrogenesis (Figure 2C).

Taken together, these results indicate that neu-
roinflammation alters cellular and molecular niche
components with the consequent modulation of adult
hippocampal neurogenesis. Importantly, the combination
of factors secreted into the local microenvironment, the
balance of proinflammatory and anti-inflammatory sign-
aling, and the timing are critical to the net effect on adult
hippocampal neurogenesis.

Running increases the proliferation
of precursor cells through different
mechanisms

Physical exercise, such as wheel running, has been long
known to promote adult hippocampal neurogenesis.
Wheel running strongly increases precursor cell prolif-
eration by expanding the neural precursor cell pool that
is available for further neuronal maturation in the DG of
rodents (van Praag et al., 1999; Fabel et al., 2003; Kronen-
berg et al., 2003; Steiner et al., 2008). However, the mech-
anisms directly linking physical exercise with the strong
increase in the proliferative phase of adult hippocampal
neurogenesis are still unknown (Figure 3A).

Circulating factors can be involved in exercise-induced
neurogenesis. But running is also accompanied by a spe-
cific increase in cerebral blood flow (Pereira et al., 2007),
as well as in the area covered by blood vessels (van Praag,
2005) and density of blood vessels (Clark et al., 2009) in
the DG. Endothelial cells secrete soluble factors such as
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A Adult hippocampal neurogenesis during physical exercise

T Cell pool availible for maturation

1 Precursor cell proliferation

B Cellular and molecular changes induced by running
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Figure 3: Running-regulated neurogenesis in the adult hippocampus.

(A) A schematic diagram depicting how neural precursor cells proliferative-behavior changes in a proneurogenic microenvironment. Green
curved arrows depict the increase in proliferation. (B) Schematic illustration depicting how running remodels the relationship between
neural precursor cells and the cellular and molecular components of the niche. Arrows indicate the cellular type upon which different
molecules impact. (C) Signals and transcription factors that promote activation and proliferation of neural precursor cells (purple shade);
possible scenarios for explaining the neurogenic increase (blue shade). See text for details.
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leukemia inhibitory factor, BDNF, and VEGF that promote
neurogenesis. Additionally, blood vessels transport par-
acrine factors, such as sex hormones, glucocorticoids,
cytokines, and IGF-1, from distant sources (Riquelme
et al., 2008; Goldman and Chen, 2011). These cells provide
instructive cues to ANSC proliferation, differentiation,
and survival (Palmer et al., 2000). Type 1 cells have vas-
cular end-feet, type 2 cells can be found in clusters closely
associated with blood vessels, and also, astrocytes are
tightly linked physically with endothelial cells, covering
their end-feet around blood vessels (Palmer et al., 2000;
Filippov et al., 2003; Gebara et al., 2016; Moss et al., 2016)
(Figure 3B).

VEGF, which is derived from blood vessels, is a potent
regulator of adult hippocampal neurogenesis (Jin et al.,
2002; Schanzer et al., 2004) and has been shown to be up-
regulated after running (Jin et al., 2002; Fabel et al., 2003).
VEGF and its receptors are expressed in ANSCs, neurons,
as well as in glial cells (Cao et al., 2004), and its effects
may be primarily mediated through Flk-1 (VEGFR2), which
is robustly expressed in the SGZ, and colocalizes with new
cells (Jin et al., 2002; Cao et al., 2004).

Other growth factors such as IGF-1 (Carro et al., 2000;
Trejo et al., 2001) and BDNF (Johnson and Mitchell,
2003; Adlard et al., 2005) are also up-regulated following
running and their increase in the periphery are necessary
for enhancing precursor cell proliferation and for physical
exercise-dependent neurogenesis to occur (Carro et al.,
2000; Trejo et al., 2001). IGF-1 signaling-mediated neuro-
genesis in the SGZ occurs via an AKT-dependent mecha-
nism (Trejo et al., 2001; Bracko et al., 2012), while BDNF
regulates hippocampal neurogenesis (Palmer et al., 1997)
through its high-affinity receptor TrkB that is expressed in
ANSCs and TAPCs (Li et al., 2008). BDNF is highly local-
ized in the granule neurons of the DG (Katoh-Semba
et al., 1997), while hippocampal astrocytes produce low
BDNF levels (Rudge et al., 1992). BDNF administration to
the DG leads to increased neurogenesis (Scharfman et al.,
2005; Griffin et al., 2009), while TrkB deletion prevents it
(Bergami et al., 2008; Li et al., 2008).

In addition, neurotransmitters and brain-derived
growth factors are also positively regulated by physical
exercise. Serotonin is up-regulated following running and
is involved in the exercise-induced increase neurogenesis
as shown by tryptophan-hydroxylase-2-deficient mice that
lack brain serotonin and fail to exhibit the proneurogenic
effect of running (Klempin et al., 2013).

Microglia has a direct regulatory effect on voluntary
exercise-induced cell proliferation: running increases the
amount of microglia expressing IGF-1, which suggests that
exercise induces a neuroprotective microglia phenotype
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(Kohman et al., 2012). In agreement, depletion of micro-
glia from hippocampal neurosphere cultures prevents the
positive effects of voluntary exercise (Vukovic et al., 2012).
Furthermore, microglia activated by low levels of IFN-y or
by IL-4 have also been reported to increase neurogenesis
through the proliferation of neural precursor cells (Baron
etal., 2008), an event mediated by IGF-1 release (Butovsky
et al., 2006).

Interestingly, physical exercise exhibits beneficial
effects on neurogenesis during inflammation. Treadmill
exercise has been shown to counteract the suppressive
effects of peripheral LPS on hippocampal neurogenesis
and improve learning and memory processes (Wu et al.,
2007). Besides, wheel running attenuates LPS-induced
reductions in neurogenesis and increases the proportion
of microglia that express BDNF, a proneurogenic pheno-
type, in aged mice (Littlefield et al., 2015). Physical exer-
cise rescues neurogenesis by reducing proinflammatory
conditions (Lee et al., 2014) and by increasing growth
factor levels (Cotman et al., 2007). Taken together, these
findings suggest that physical exercise promotes neu-
rogenesis through growth factor signaling in the brain.
For instance, alternatively activated microglia have been
shown to be involved in the beneficial running effect
through the release of growth factors such as IGF-1 and
BDNF. This in turn emphasizes the fact that the microglial
profile is constantly modulated and may exert detrimental
or beneficial roles in the adult hippocampal neurogenic
process (Table 1).

Does physical exercise promote
cell proliferation or neuronal fate
decision?

Cellular components and molecular factors induced by
running converge and lead to precursor cell prolifera-
tion enhancement (Kronenberg et al., 2003; Steiner et al.,
2004; Hodge et al., 2008; Lugert et al., 2010; Kempermann
et al., 2015). Different populations of precursor cells are
involved in the proliferative phase of adult hippocampal
neurogenesis, including type 1, type 2, and type 3 cells all
of which may have different responsiveness to running,
different cell cycle dynamics and different physiological
attributes (Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2008;
Lugert et al., 2010; Brandt et al., 2012; Farioli-Vecchioli
et al., 2014; Fischer et al., 2014). Several mechanisms have
been proposed for neurogenic increase rise, including
ANSC recruitment, increase of proliferation by cell cycle
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shortening, and increase in the survival rate of proliferat-
ing cells (Overall et al., 2016).

The short-term and long-term effects of running in
adult hippocampal neurogenesis could be different.
Acute wheel running paradigms promote an increase of
activated type 1 cells rather than an increase in number
of cells, thus suggesting that running recruits quiescent
ANSCs rather than expanding the pool through symmetric
division (Lugert et al., 2010; Gebara et al., 2016). However,
long-term running fails to induce an increase of activated
ANSCs (Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2008).
Physical exercise could promote ANSC activation through
down-regulation of cell signaling pathways that keep
type 1 cells in a quiescent state. BMP signaling negatively
regulates adult hippocampal neurogenesis by promoting
quiescence. Running increases Noggin expression and
decreases Bmp4 expression in hippocampal tissue, while
overexpression of BMP4 prevents the running-dependent
increase cell proliferation. Consequently, the resulting
blockade of BMP signaling is crucial for the effects of
exercise on neurogenesis (Gobeske et al., 2009). Another
candidate for the voluntary running-induced increase
of neurogenesis is the Wnt signaling inhibitor sFRP3.
Running activates dentate granule neurons and decreases
sFRP3 levels. This effect may be involved in the increase
of cell proliferation (Jang et al., 2013). In addition, IGF-1/
Akt signaling inactivates the transcription factor FoxO3
through phosphorylation and nuclear exclusion. FoxO3 is
expressed by ANSCs and is required to maintain their qui-
escence. Thus, IGF/AKkt signaling might stimulate ANSC
proliferation by inactivating the quiescence factor Fox03
(Renault et al., 2009).

On the other hand, the expansion phase during adult
hippocampal neurogenesis largely depends on type 2 cells
that are highly responsive to wheel running (Kronenberg
et al., 2003; Hodge et al., 2008). Running increases the
size (the number of type 2 cells) and number of cell clus-
ters in the SGZ (Hodge et al., 2008), suggesting that clus-
tering facilitates intercellular contacts and signals that
promote proliferation (Seri et al., 2004; Seki et al., 2007).
Cell cycle shortening is another mechanism proposed
to explain running-dependent proliferation. Seemingly
conflicting results regarding short-term running have
been reported. Short-term running has not been shown
to induce a decrease in the cell cycle duration of precur-
sor cells (Fischer et al., 2014). However, it has been shown
that at the end of short-term running, there is a decrease in
the cell cycle length of type 2 and 3 cells (Farioli-Vecchioli
et al., 2014). These two works analyzed different time
windows (5 vs. 12 days after exercise), possibly accounting
for the difference in the observations. Other interesting
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hypotheses are that running also increases the number of
cell divisions, which could be different for each precursor
cell type (Brandt et al., 2010; Overall et al., 2016), and that
the increase in the number of proliferating precursor cells
could be the result of survival enhancement (Overall et al.,
2016).

Taken together, proliferation boost could be a summary
effect of the recruitment of ANSCs, the cell cycle shortening
of proliferating type 2 and 3 cells, and an increase in new
cell survival, emphasizing that different precursor cells
are regulated differentially (Figure 3C).

Summary

DG ANSC proliferative behavior greatly depends on the
surrounding milieu; molecular signals promote their
maintenance in a quiescent state or their activation. As
depicted in Figures 1-3, there are important differences
between physiological conditions and running or neu-
roinflammation. It is important to mention that not all
signaling pathways known to regulate adult hippocampal
neurogenesis in physiological conditions have been char-
acterized for the compared conditions.

The molecular milieu impacts all stages of adult
hippocampal neurogenesis: from the differentiation of
ANSCs to a neuronal or astroglial lineage, to the pro-
liferation of type 1, 2a, and 2b cells, the differentiation
from type 3 to immature neurons, and the proper migra-
tion and arborization of mature neurons (Figures 1A, 2A,
and 3A).

In physiological conditions, the proliferation rate is
mainly maintained via GABA, Jagged, BMPs, Wnt, and
growth factors’ signaling pathways (Figure 1B). During
neuroinflammation, there is a considerable increase in
proinflammatory cytokine levels released by microglia,
astrocytes, and blood vessels. This in turn dictates a reduc-
tion in the proliferation rate as well as modifications in the
lineage fate of ANSC-derived cells (Figure 2B). In contrast,
during physical exercise, levels of molecules released by
neurons, which maintain quiescence of ANSCs, tend to
decrease while there is a considerable increase of growth
factors released by neurons, microglia, and blood vessels
that promote proliferation (Figure 3B).

It is not thoroughly known how the molecular profile
and signaling pathways that have been documented to
regulate neurogenesis in physiological conditions change
during neuroinflammation (Figures 1C, 2C). Even when
some transcription factors have been shown to play key
roles in proliferation and fate decision (Figures 1C, 2C, 3C,
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purple shade) it has not been exhaustively described
which are the affected neural precursor cells and under-
lying events leading to adult hippocampal neurogenesis
decrease or increase rates in neuroinflammation and
running conditions, respectively (Figures 2C and 3C, blue
shade).

Concluding remarks and future
directions

New glutamatergic granule neurons are continuously gen-
erated from adult hippocampal neural stem cells. Adult
hippocampal neurogenesis is a dynamic process regulated
by niche-derived signals, which permits and supports that
the neurogenic process occurs in a controlled rate and
timing. The role of the cellular and molecular components
within the niche changes depending of extrinsic factors
and appear to affect cells at different stages of adult hip-
pocampal neurogenesis. Neuroinflammation decreases
cell proliferation and neuronal differentiation capacities,
while physical exercise increases cell proliferation poten-
tial, which ultimately impact on behavior. Exacerbated
proliferation after running depends on neural progenitor
cells, but the type of neural precursor cell affected during
neuroinflammation remains to be unveiled. Other pos-
sible scenarios for neurogenic decrease in neuroinflam-
mation include a prevalence for astrogenic asymmetric
division over a neurogenic one or a reduced ANSC activa-
tion or cell cycle lengthening with the consequent pre-
cocious cell cycle exit among other mechanisms. Neural
precursor cell behavior in response to running has been
studied in detail, but further work will be needed to gain
insights into the proliferative behavior of neural precursor
cells in neuroinflammatory conditions.
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Commentary

The generation of new neurons is not restricted to embryonic
development but continues throughout life in the subgranular zone of
the dentate gyrus. The functional integration of adult-born neurons
into the hippocampal circuitry confers a unique form of plasticity that
contributes to learning and memory processes as well as mood
regulation. This neurogenic process is finely modulated by extrinsic
factors promoting or inhibiting its progression rate and timing [1].

Neuroinflammation is a hallmark of several pathological conditions
underlying neurogenesis dysregulation and deficits on hippocampal-
dependent tasks [2]. Therefore, one of the main interests in the
neurogenesis field is to understand how neuroinflammation modifies
the neurogenic process. Since a pioneering report that used a single
systemic LPS administration as a model for inducing brain
inflammation [3], it has been well accepted that the inflammatory
response sets a non-permissive neurogenic microenvironment in the
brain that leads to a reduced number of adult-born neurons. Further
studies showed that not only the single exposure of LPS led to a
decreased neurogenesis, but expanding previous observations, it has
been described a long-term neurogenic decrease associated with
chronic neuroinflammation induced by LPS repeated intermittent
injections [4]. To what extent is this related to a sustained
neuroinflammation response over time? In these and other posterior
studies, independently of the LPS administration scheme (single or
repeated -consecutive or intermittent), the evaluation of
neuroinflammatory-associated neurogenic response has been made
shortly after LPS treatment [3-6], when a peak in the brain
proinflammatory mediators takes place [7-9]. Thus, the impaired
neurogenesis can be associated mainly to the acute proinflammatory
response.

New questions arise from the attempts to link neuroinflammation
with the decrease in neurogenesis. Does the neuroinflammatory-
induced decrease on neurogenesis persist at later time points? Does an
LPS repeated intermittent injection induce a greater reduction on
neurogenesis if we compare it with a single LPS injection? We
addressed these questions in our recent report using previously
described LPS protocols (single or four repeated intraperitoneal
injections- one per week) but evaluating neuroinflammation-
associated parameters seven days after the last LPS challenge and then
analyzing the effects of this late neuroinflammatory response on
neurogenesis.

Our results showed that both a single and repeated LPS injection
induce a systemic inflammatory -associated sickness behavior that is
resolved within a week. In contrast, the brain inflammatory response
persists 7 days after a single LPS injection, whereas it is not present

when the protocol of LPS repeated injections is used. This indicates: 1)
that peripheral and central inflammatory responses elapse with
different timing accordingly with the type of LPS challenge and 2) LPS
intermittent  repeated  injections induce only an acute
neuroinflammatory response [4] pointing out that it may not
necessarily induce chronic neuroinflammation since we did not detect
a sustained proinflammatory profile at later time points after LPS
treatment [10].

Regarding neurogenesis, single LPS administration-induced effects
were mainly associated to a decrease in BrdU+/DCX+ cells, suggesting
cell proliferation and/or survival dysregulation in this particular cell
population. This also shows that the sustained proinflammatory
response induced by a single LPS challenge continues impairing
neurogenesis. However, after repeated LPS injections this effect is not
observed. Considering that we do not observe a proinflammatory
profile with the repeated LPS scheme, the detrimental effect of LPS-
induced neuroinflammation on neurogenesis seems to be dependent of
the presence of a proinflammatory state [10]. Our study is not the first
to report that an induced neuroinflammatory response does not
necessarily lead to an impaired neurogenesis. For instance,
neuroinflammation derived from an adaptative immune response can
promote an increase in the neurogenic rate [11]. These findings
emphasize the relevance in the combination and timing of the pro- and
ant-inflammatory soluble mediators secreted into the neurogenic niche
that shape the neuroinflammation-associated neurogenic response.

In relation with the neurogenic process, to the best of our
knowledge, we are the first reporting that in physiological conditions
almost all proliferating cells are DCX+. Although, this marker is widely
used as a post-mitotic immature neuron marker, it is present in
committed neuronal progenitors. Thus, our Ki67+/DCX+ data indicate
that these type of progenitors (2b and 3) have the highest mitotic
activity. This evidence also suggests that type 2a neural progenitors are
not as involved in the expansion of the progenitor cell pool as
previously thought.

In addition, our work and almost all previous reports, mainly assess
the proliferation and/or survival phases of the neurogenic process.
Only few studies approach the analysis of the effects of systemic LPS-
induced neuroinflammation on other processes associated to
neurogenesis, such as the shift in the astrocytic-neuronal
differentiation [12] and the maturation of adult-born neurons [13].
Nonetheless, this evidence is also restricted to an acute
neuroinflammatory response. What happens as the cells mature under
sustained neuroinflammatory conditions? Are these cells able to reach
a fully mature phenotype? Which are their functional properties?
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Further work must address these questions not just during the acute
neuroinflammatory response.

The current evidence establishes that neural precursor cells respond
differently to certain stimuli [14-17]. Thus, it also remains to be
determined if there are differences in the response of the particular
subpopulations of neural progenitors after an inflammatory challenge
and what is their contribution to the reduction in the overall number
of adult-born neurons. Moreover, it has been shown that LPS
administration leads to a proliferative restrain [6]. In line with this
observation, our group has reported an impaired cell cycle progression
of type 2 progenitors in response to LPS-induced neuroinflammation
[18]. Addressing questions regarding proliferative capacity of
particular progenitor populations is fundamental to improve our
understanding of basic biology of neural precursor cells.

We must keep in mind that neuroinflammation is a physiological
response that occurs along impaired neurogenesis and this could
prevent the insertion of dysfunctional new neurons born in a non-
permissive neurogenic microenvironment. The main research and
therapeutic goals should focus on the modulation of the
neuroinflammatory response which in turn, would rescue the defective
neurogenesis in an appropriate time point.

References

1. Toda T, Parylak SL, Linker SB, Gage FH (2019) The role of adult
hippocampal neurogenesis in brain health and disease. Mol Psychiatry 24:
67-87.

2. Kohman RA, Rhodes JS (2013) Neurogenesis, inflammation and
behavior. Brain Behav Immun 27:22-32.

3. Monje ML, Toda H, Palmer TD (2003) Inflammatory Blockade Restores
Adult Hippocampal Neurogenesis. Science 302: 1760-1765.

4. ‘Wu CW, Chen YC, Yu L, Chen HI, Jen CJ, et al. (2007) Treadmill exercise
counteracts the suppressive effects of peripheral lipopolysaccharide on
hippocampal neurogenesis and learning and memory. ] Neurochem 103:
2471-2481.

5. Fujioka H, Akema T (2010) Lipopolysaccharide acutely inhibits
proliferation of neural precursor cells in the dentate gyrus in adult rats.
Brain Res 1352: 35-42.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Zonis S, Ljubimov VA, Mahgerefteh M, Pechnick RN, Wawrowsky K, et
al. (2013) p21Cip restrains hippocampal neurogenesis and protects
neuronal progenitors from apoptosis during acute systemic
inflammation. Hippocampus 23: 1383-1394.

Pardon MC (2015) Lipopolysaccharide hyporesponsiveness: Protective or
damaging response to the brain? Rom ] Morphol Embryol 56: 903-913.
Skelly DT, Hennessy E, Dansereau MA, Cunningham C (2013) A
systematic analysis of the peripheral and CNS effects of systemic LPS,
IL-1B, TNF-a and IL-6 challenges in C57BL/6 mice. PLoS One 8: 1-20.
Lopes PC (2016) LPS and neuroinflammation: A matter of timing.
Inflammopharmacology 24: 291-293.

Perez-Dominguez M, Avila-Mufioz E, Dominguez-Rivas E, Zepeda A
(2019) The detrimental effects of lipopolysaccharide-induced
neuroinflammation on adult hippocampal neurogenesis depend on the
duration of the pro-inflammatory response. Neural Regen Res 14: 817.
Wolf SA1, Steiner B, Wengner A, Lipp M, Kammertoens T, et al. (2009)
Adaptive peripheral immune response increases proliferation of neural
precursor cells in the adult hippocampus. FASEB J 23: 3121-3128.
Bonzano S, Crisci I, Podlesny-Drabiniok A, Rolando C, Krezel W, et al.
(2018) Neuron-astroglia cell fate decision in the adult mouse
hippocampal neurogenic niche is cell-intrinsically controlled by COUP-
TFI In vivo. Cell Rep 24: 329-341.

Valero J, Mastrella G, Neiva I, Sanchez S, Malva JO (2014) Long-term
effects of an acute and systemic administration of LPS on adult
neurogenesis and spatial memory. Front Neurosci 8: 83.

Kronenberg G, Reuter K, Steiner B, Brandt MD, Jessberger S, et al. (2003)
Subpopulations of proliferating cells of the adult hippocampus respond
differently to physiologic neurogenic stimuli. ] Comp Neurol 467:
455-463.

Li YQ, Cheng Z, Wong S (2016) Differential apoptosis radiosensitivity of
neural progenitors in adult mouse hippocampus. Int ] Mol Sci 17.
Dranovsky A, Picchini AM, Moadel T, Sisti AC, Yamada A, et al. (2011)
Experience dictates stem cell fate in the adult hippocampus. Neuron 70:
908-923.

DeCarolis NA, Mechanic M, Petrik D, Carlton A, Ables JL, et al. (2013) In
vivo contribution of nestin- and GLAST-lineage cells to adult
hippocampal neurogenesis. Hippocampus 23: 708-719.

Melo-Salas MS, Pérez-Dominguez M, Zepeda A (2018) Systemic
inflammation impairs proliferation of hippocampal type 2 intermediate
precursor cells. Cell Mol Neurobiol 38: 1517-1528.

Int ] Neurorehabilitation, an open access journal
ISSN:2376-0281

Volume 6 « Issue 2 « 1000349


http://dx.doi.org/10.1038/s41380-018-0036-2
http://dx.doi.org/10.1038/s41380-018-0036-2
http://dx.doi.org/10.1038/s41380-018-0036-2
http://dx.doi.org/10.1016/J.BBI.2012.09.003
http://dx.doi.org/10.1016/J.BBI.2012.09.003
http://dx.doi.org/10.1126/science.1088417
http://dx.doi.org/10.1126/science.1088417
http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04987.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04987.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04987.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04987.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2010.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2010.07.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2010.07.032
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22192
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22192
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22192
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26662122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26662122
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0069123
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0069123
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0069123
http://dx.doi.org/10.1007/s10787-016-0283-2
http://dx.doi.org/10.1007/s10787-016-0283-2
http://dx.doi.org/10.4103/1673-5374.249229
http://dx.doi.org/10.4103/1673-5374.249229
http://dx.doi.org/10.4103/1673-5374.249229
http://dx.doi.org/10.4103/1673-5374.249229
http://dx.doi.org/10.1096/fj.08-113944
http://dx.doi.org/10.1096/fj.08-113944
http://dx.doi.org/10.1096/fj.08-113944
http://dx.doi.org/10.1016/J.CELREP.2018.06.044
http://dx.doi.org/10.1016/J.CELREP.2018.06.044
http://dx.doi.org/10.1016/J.CELREP.2018.06.044
http://dx.doi.org/10.1016/J.CELREP.2018.06.044
http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2014.00083
http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2014.00083
http://dx.doi.org/10.3389/fnins.2014.00083
http://dx.doi.org/10.1002/cne.10945
http://dx.doi.org/10.1002/cne.10945
http://dx.doi.org/10.1002/cne.10945
http://dx.doi.org/10.1002/cne.10945
http://dx.doi.org/10.3390/ijms17060970
http://dx.doi.org/10.3390/ijms17060970
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2011.05.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2011.05.022
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2011.05.022
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22130
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22130
http://dx.doi.org/10.1002/hipo.22130
http://dx.doi.org/10.1007/s10571-018-0624-3
http://dx.doi.org/10.1007/s10571-018-0624-3
http://dx.doi.org/10.1007/s10571-018-0624-3

	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Referencias
	Anexos



