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Abreviaturas

ARNmMm: &cido ribonucleico mensajero.

ANOVA: andlisis de la varianza

BDNF: factor neurotréfico derivado de cerebro.

BFGF: factor de crecimiento fibroblastico bésico (del inglés basic fibroblast growth factor).

BHE: barrera hematoencefalica.

BrdU: 5’-bromo-2’-deoxiuridina.

CNPasa: del inglés 2’,3-cyclic nucleotide 3-phosphodihidrolase.

DCX: doblecortina.

DG: giro dentado (del inglés dentate gyrus).

EA: enfermedad de Alzheimer.

EBSS: del inglés Earl buffer salt solution.

EGF: factor de crecimiento epidermal (del inglés epidermal growth factor).

EM: esclerosis mdltiple.

GFAP: proteina glial fibrilar &cida (del inglés glial fibrillary acidic protein).

HBSS: del inglés Hanks buffer salt solution.

HHA: hipotalamo-hipdfisis-adrenal.

IFN- y: interferon-gamma.

IL: interleuquina.

NG2: anticuerpo neural-glial 2(del inglés, neural-glial antigen 2).

NPCs: células progenitoras neurales (del inglés neural progenitor cells).
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OPCs: células progenitoras de oligodendrocitos (del inglés oligodendrocyte progenitor

cells).

PDGFRa: receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaguetas.

PDL: poli-d-lisina.

RGL: célula glial radial (del inglés radial glia-like).

RIP: del inglés receptor interacting protein.

RMS: corriente migratoria rostral (del inglés rostral migratory stream).

SGZ: zona subgranular (del inglés subgranular zone).

SI: sistema inmune.

SNC: sistema nervioso central.

SVZ: zona subventricular (del inglés subventricular zone).

TGF: factor de crecimiento transformante.

Th: linfocitos T colaboradores (del inglés T helper cells).

TNF: factor de necrosis tumoral.
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Resumen

La neurogénesis adulta, originada por las células progenitoras neurales (NPCs), ha sido
observada en dos regiones del cerebro: la zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular
(SGZ) en el hipocampo. El hipocampo es una estructura involucrada en el aprendizaje y las
memorias asociativas y espaciales. Las NPCs se caracterizan por autorrenovar su
poblacidn celular a través de la proliferacion y de generar las células del linaje neural, como
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Los nichos neurogénicos estan altamente
regulados por varios factores, entre ellos, las citoquinas provenientes tanto del sistema
inmune (SI) como del SNC. Asi, las citoquinas han sido implicadas en procesos de
proliferacion, supervivencia, diferenciacion y maduracion de las NPCs relacionados con el
aprendizaje y la memoria. Ademas, el IFN-y, IL-18 e IL-6 han sido implicadas en desordenes
psiquiatricos. Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que ratones Balb/c
hembras expuestas a un modelo de estrés crénico presentaron una menor capacidad de
aprendizaje y memoria y disminucion de la neurogénesis, que se correlacionaron con
alteraciones en el balance Thl/Th2. En este trabajo, nos planteamos como objetivo la
puesta a punto del cultivo in vitro de NPCs hipocampales y la evaluacion del efecto de las
citoquinas IFN-y, IL-1p, IL-4 e IL-6 sobre la proliferacion y diferenciacion de estas células.
Observamos que el IFN-y induce una disminucién en la proliferacién de las NPCs en un
rango de concentraciones de entre 1 y 50 ng/mL y no afectd significativamente la
diferenciacion de las NPCs. No encontramos diferencias significativas en cuanto a la
proliferacion y diferenciacién de las NPCs estimuladas con distintas concentraciones de IL-
18 ni IL-4. La IL-6 indujo efectos opuestos sobre la proliferacion de manera dosis
dependiente. NPCs estimuladas con 1 ng/mL de IL-6 aumenté la proliferacion mientras que
50 ng/mL de IL-6 la redujo significativamente. Mas estudios son necesarios para determinar

el papel de las citoquinas sobre los procesos de proliferacion y diferenciaciéon de las NPCs

VI
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adultas. Estos resultados podrian aportar herramientas para contribuir en un futuro a

desarrollar posibles terapias contra patologias relacionadas con déficit cognitivos.

Vil
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INTRODUCCION
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1.1 Neurogeénesis en el cerebro adulto

Al contrario de lo que se pensaba originalmente y gracias a la utilizacion de nuevas
técnicas, se pudo demostrar la generacion de nuevas células en el cerebro de mamiferos
adultos (Gross, 2000). La neurogénesis adulta, originada por las células progenitoras
neurales (NPCs, del inglés neural progenitor cells), ha sido observada en dos regiones del
cerebro: en la zona subventricular (SVZ, del inglés subventricular zone) del ventriculo lateral
y la zona subgranular (SGZ, del inglés subgranular zone) del giro dentado (DG, del inglés
dentate gyrus) en el hipocampo. Las nuevas neuronas generadas en la SVZ migran a través
de la corriente migratoria rostral (RMS, del inglés rostal migratory stream) y maduran a
neuronas granulares y periglomerulares en el bulbo olfatorio. Las neuronas generadas en
la SGZ se diferencian e integran en la red neural local como células granulares del giro

dentado (Deng et al., 2010) (Figura 1).

~
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Figura 1: Zonas neurogénicas en el cerebro adulto de ratén. A) Esquema de un corte coronal de un cerebro
de raton a la altura del hipocampo resaltando la SGZ. B) Esquema de un corte coronal de un cerebro de raton a
la altura de la SVZ. C) Esquema de un corte sagital del cerebro de un ratén donde se sefiala la SVZ, la corriente

migratoria rostral (RMS) y el bulbo olfatorio. Modificado de Gonzalez-Perez et al., 2012
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1.1.1 Neurogénesis en el hipocampo

Debido a que el hipocampo ha sido asociado con el aprendizaje y complejas formas de
memorias asociativas y espaciales, se ha teorizado que la neurogénesis adulta podria
cumplir un rol funcional en la cogniciéon (Koehl y Abrous., 2011; Navarro-Sanchis et al.,
2017).

Las células progenitoras neurales, denominadas células RGLs de tipo 1 (del inglés radial
glia-like) son encontradas en la SGZ donde el microambiente propio de esta zona permite
a las células RGLs proliferar y mantener su poblacion celular. Las células RGLs generan
progenitores de amplificacion transitorios (células de tipo 2a y 2b) y estos dan origen a los
neuroblastos (células de tipo 3) que se diferencian en neuronas del DG (Figura 2). Ademas
de neuronas, las células progenitoras neurales de la SGZ pueden generar una pequefia

poblacién de células gliales, como los astrocitos (Toda y Gage., 2017).
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de corte sagital a la altura del
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Neuronas del DG
RGLsd .. .
Gl elonas it esquema de los distintos estadios que
%ep':'h ?;':'Zb neuroblastos Ny atraviesan las RGLs de tipo 1 durante
el proceso de diferenciacion a neuronas
e ahb ke alaadlel SEe ¢ maduras del DG. Modificado de de

Astrocyte Mossy fiber a CA3 © CA2 / Toda y Gage., 2017

1.1.2 Neurogénesis en la SVZ.

A diferencia de los roedores, la neurogénesis en humanos adultos en la SVZ parece no

tener un rol importante en condiciones normales, esto podria ser debido a la menor
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importancia del estimulo olfatorio en humanos, comparado con otros sentidos como el de
la vista, y la reduccion de genes que codifican receptores olfatorios (Rusznak et al., 2016;

Toda y Gage., 2017).

En roedores, las células RGLs de la SVZ expresan marcadores de astrocitos como la
proteina glial fibrilar &cida (GFAP, del inglés glial fibrillary acidic protein), Sox2 y TIx. Este
ultimo requerido para mantener la capacidad de célula madre y suprimir la diferenciacion
en astrocitos. Las RGLs pueden estar en un estado activo o quiescente y la poblacion activa
se caracteriza por expresar Nestina, un filamento intermedio. Las RGLs originan
progenitores de amplificacion transitoria y estos ultimos neuroblastos. Los neuroblastos
migran a través de la corriente migratoria rostral, donde pueden proliferar, pero a una tasa
muy reducida. Durante la migracién, los neuroblastos comienzan la maduracion neuronal y
expresan marcadores de neuronas inmaduros como doblecortina (DCX) y B-tubulina lll. La
expresion de marcadores caracteristicos de neuronas maduras no se produce hasta que
las células alcancen el bulbo olfatorio (Figura 3). Los distintos marcadores que expresen
durante su maduracion final dependeran del tipo de neurona madura a la cual se diferencien

(Farzanehfar, 2018; Lim y Alvarez-Buylla., 2016).
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Figura 3: Neurogénesis en SVZ. Panel izquierdo: esquema de las distintas células que forman parte
del nicho neurogénico de la SVZ. Adyacente a las células ependimales (E), se encuentran los progenitores
de amplificacién transitoria (B y C) y los neuroblastos (A) que son los que van a migrar al bulbo olfatorio.
Panel medio: esquema del recorrido de los neuroblastos desde la SVZ a través de la corriente migratoria
rostral (RMS) hacia el bulbo olfatorio (BO). Panel derecho: esquema de maduracién de los neuroblastos
en el bulbo olfatorio donde van a completar su maduracion a neuronas funcionales. Se indica el tiempo
de maduracion en dias y la ubicacion de las células en las distintas capas que componen el bulbo olfatorio.
GCL, capa celular granular; Mi, capa de células mitrales; EPL, capa plexiforme externa y GL, capa

glomerular. Modificado de (Zhao et al., 2008).

1.2 Células progenitoras neurales

Las NPCs estan caracterizadas por tener la habilidad de autorrenovar su poblacion
celular a través de la proliferacién y de generar las células del linaje neuronal, como lo son

las neuronas, los astrocitos y los oligodendrocitos (Gage, 2000).

Los nichos neurogénicos estan altamente regulados por varios factores que determinan
los procesos de proliferacion, diferenciacion, supervivencia y maduracion de las NPCs,
entre ellos cabe mencionar a las neurotrofinas y citoquinas secretadas tanto por células del
sistema nervioso central (SNC) como por células del sistema inmune (SI) (Ming y Song.,
2011). Estos factores tienen un rol regulador crucial bajo condiciones neuropatologicas, por

lo que el estudio de la neurogénesis adulta y su alteracion han recibido un creciente interés.

5
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La desregulacion de la neurogénesis en el DG ha sido asociada con desordenes depresivos
y de ansiedad. Asi mismo, se ha observado una neurogénesis anormal en el DG y un
deterioro en las propiedades de las NPCs en animales que contienen mutaciones para

genes ligados a la Enfermedad de Alzheimer (Rodrigues et al., 2017; Sacco et al., 2018).

No existe un marcador unico definitivo para detectar NPCs. EI mas ampliamente usado
es Nestina, pero puede ser encontrado en otros tipos de células, por lo que la mejor practica
para detectar NPCs es la combinacion de marcadores. Por ejemplo, las NPCs en la SGZ
expresan GFAP y Nestina, GFAP y Sox2 o Pax6, GFAP y proteina de unién a lipido

cerebral, entre otros (Kuhn et al., 2016).

1.3 Neuronas

Las neuronas son células capaces de trasmitir informacion a través de sefales eléctricas
y quimicas. Estés sefiales se llevan a cabo mediante conexiones especializadas llamadas
sinapsis. Las neuronas tienen una forma extendida, con un largo axén y dendritas
ramificadas que se conectan mediante sinapsis con otras células (Figura 4) (Alberts, et al.,

2002).

Las neuronas, por mas de cien afios han sido el centro de atencidbn en materia de
estudios sobre el SNC. En un principio se propuso a la neurona individual como la unidad
estructural y funcional del sistema nervioso. Esto fue parte de la denominada doctrina de la
neuronay su mayor representante fue el espafiol Santiago Ramén y Cajal. Usando métodos
de microscopia y la tincion de Golgi se pudo observar con relativa integridad la morfologia
de las neuronas. Cajal fue capaz de distinguir dos tipos de contactos entre células
nerviosas: conexiones con el cuerpo celular y conexiones con las dendritas, estas
conexiones fueron llamadas articulaciones por Cajal para luego ser denominadas como
sinapsis por Charles Sherrington (DeFelipe, 2015). Hoy en dia existe evidencia de que las
neuronas no funcionan de manera individual si no que el funcionamiento del circuito

neuronal surge de la activacion de un grupo de neuronas ensambladas. Las neuronas
6
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reciben conexiones de entrada de distintas neuronas mientras que a Su vez envian

conexiones de salida a diferentes poblaciones celulares (Yuste, 2015).

La diversidad de tipos de células neuronales que existen en distintas regiones del SNC
es muy grande y probablemente no sea conocida completamente, ademas de variar entre
las distintas especies (Lodato y Arlotta., 2015). Hay tres categorias principales para
clasificar a las neuronas: morfologica, fisiologica y molecularmente. En cuanto a
caracteristicas morfolégicas, la forma de los axones, las dendritas y los patrones de
ramificacion han sido las caracteristicas mas utilizadas para clasificar a las neuronas. Las
propiedades fisiologicas incluyen los potenciales de reposo, propiedades biofisicas y los
rangos de generacion de los potenciales de accién. De todas las propiedades moleculares
gue pueden ser consideradas, las mas utiles son la composicién de proteinas y ARNm.
Igualmente hay que considerar que las células neurales no son homogéneas dentro de una
misma categoria. Otra forma de clasificacion de los tipos de células neuronales es la
jerarquica donde existe una division en clases, subclases, tipos y subtipos. Como ejemplo
de clases de neuronas tenemos neuronas sensoriales, interneuronas, de proyeccion,

excitatorias e inhibitorias (Zeng y Sanes., 2017).

La generacion de una nueva neurona madura involucra una serie de pasos incluyendo
proliferacién, salida del ciclo celular, determinacion del linaje neuronal, maduracion e
integracion funcional a los circuitos neuronales preexistentes. Estos estadios del desarrollo
pueden distinguirse por la expresion de marcadores proteicos especificos de estado.
Doblecortina (DCX) es una proteina de unién a microtubulos y en adultos, esta altamente
expresada en neuronas inmaduras en el DG y la SVZ. Es comunmente usada para distinguir
neuronas inmaduras de precursores no neuronales y neuronas maduras. (Francis et al.,
1999; Priller et al., 2013). Otra proteina utilizada como marcador del linaje neuronal y que
se expresa conjuntamente con DXC es B-tubulina Ill. Esta proteina heterodimérica es la

estructura principal de los microtubulos (Korzhevskii et al., 2012).
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1.4 Células gliales

La glia estd compuesta por un grupo heterogéneo de células que incluyen la microglia,
astrocitos, células de Schwann y oligodendrocitos. A diferencia de las neuronas, las células
gliales no poseen la capacidad de conducir potenciales de accion. Sin embargo, cumplen
distintas funcionas incluyendo el soporte de la neurotransmisién, mantenimiento del
balance ionico en el espacio extracelular, formando una capa de mielina sobre los axones,
entre otras. Las neuronas y las células gliales comparten un origen comun, el
neuroectodérmico, con excepcion de la microglia, que es parte del Sl y entra por la
circulacién sanguinea al cerebro en una etapa temprana del desarrollo del organismo. La
microglia tiene capacidad fagocitica, de actuar frente a infecciones y dafio, asi como
también de secretar moléculas como citoquinas pro y anti inflamatorias (Figura 4) (Allen y

Barres., 2009).

1.4.1 Astrocitos

Los astrocitos constituyen una poblacion celular predominante en el cerebro y han sido
asociados con varias funciones vitales para el SNC como lo son la formacién y
mantenimiento de la barrera hematoencefalica (BHE), sinaptogénesis, neurotransmision,

regulacion metabdlica entre otras (Molofsky y Deneen., 2015).

Los astrocitos son una poblacibn muy heterogénea, con distintas morfologias y
propiedades. La division mas grande que cominmente se conoce separa a la poblacién de
astrocitos en dos clases denominados astrocitos protoplasmaticos y fibrosos. Los astrocitos
protoplasmaticos son encontrados en la materia gris y estan intimamente asociados con los
cuerpos de las células neuronales y la sinapsis. Los astrocitos fibrosos se encuentran en la
materia blanca y poseen unas ramificaciones que van de bajas a moderadas y se relacionan
con los axones neuronales. Se han identificado varias divisiones mas de astrocitos,
dependiendo de su morfologia, funcion y region donde se encuentran, aunque en una

misma region pueden coexistir distintos tipos de astrocitos. (Matyash y Kettenmann., 2010).
8
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Entre las funciones destacadas de los astrocitos podemos mencionar que contribuyen a
la homeostasis en el cerebro al proveer a las neuronas de energia y sustratos para la
neurotransmision. Ademas, actian como barreras fisicas entre las conexiones sinapticas,
de hecho, un solo astrocito puede generar contacto con miles de sinapsis. También forman
parte de la denominada sinapsis tripartita ya que establecen un contacto bidireccional con
las neuronas al responder a la actividad sinaptica, poseen receptores para
neurotransmisores que activan cascadas de sefializacion basadas en calcio. Los astrocitos
controlan el flujo sanguineo ya que sus prolongaciones interactian con los vasos

sanguineos (Figura 4) (Allen et al., 2009).

Los astrocitos se caracterizan por la presencia de una proteina estructural Unica, la
GFAP. La GFAP es una proteina tipo Il de importancia para la formacion de los filamentos
intermedios de la estructura del citoesqueleto de las células gliales como los astrocitos, en
el SNC y las células de Schwann en el sistema nervioso periférico. Esta implicada en
muchos procesos funcionales de la célula, tales como el mantenimiento de la estructura, el
movimiento, la comunicacion con neuronas vecinas y en el funcionamiento de la BHE. Por
lo tanto, esta proteina se utiliza para la marcacion especifica de astrocitos utilizando
anticuerpos contra la proteina GFAP (Yang y Wang., 2015). Ademas de la proteina GFAP,
existen otros marcadores que pueden ser utilizados para identificar a los astrocitos. Estos
se expresan diferencialmente dependiendo de la region donde se encuentre dicho astrocito,
entre estos podemos citar al transportador de glutamato especifico de astrocitos GLAST y

GLT-1, la proteina de unién a Ca?* S100pB o la glutamina sintasa (Kimelberg, 2004).
1.4.2 Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son las células de la glia encargadas de la mielinizacion en el SNC.
La vaina de mielina es una extension modificada de la membrana plasmatica de los
oligodendrocitos que se envuelve alrededor de los axones permitiendo una conduccion

nerviosa mas rapida y manteniendo la integridad de los axones (Figura 4). También proveen
9
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a los axones de soporte metabdlico y contribuyen a la neuroplasticidad (Domingues et al.,
2016).

Fallas en el funcionamiento y/o desarrollo de los oligodendrocitos estan relacionados al
progreso de enfermedades neurodegenerativas. La disfuncion de los oligodendrocitos
conduce a una pérdida en las vainas de mielina que recubren a los axones neuronales que
conlleva a la degradacion neuronal (Tauheed et al., 2016). Por ejemplo, la esclerosis
multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria cronica desmielinizante del SNC. Es mediada
por la activacion de linfocitos T, macréfagos y la microglia. En la EM, el blanco de ataque
por parte del Sl son los oligodendrocitos (Cudrici et al., 2006). Otra de las enfermedades
relacionadas con una disfuncién de los oligodendrocitos es la enfermedad de Alzheimer
(EA). Los oligodendrocitos pueden producir diferentes isoformas del precursor de la
proteina beta-amieloide en cultivo. La proteina beta-amieloide téxica puede generar dafio
en la materia blanca in vivo y la muerte de los oligodendrocitos in vitro. En la materia blanca
de pacientes con EA existe un aumento significativo de péptidos beta-amieloides y una
disminucién de la proteina mieloide basica (Liu y Zhou., 2013).

Durante el desarrollo, las NPCs proliferan y producen neuronas en un estadio
embrionario temprano, para luego generar astrocitos y oligodendrocitos en los estadios
embrionarios mas tardios. Las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs del inglés,
oligodendrocyte progenitor cells) representan un estadio intermedio en la
oligodendrogénesis y persisten en la corteza adulta como células NG2+/Olig2+. Estas
OPCs proliferan vigorosamente previo a su diferenciacion en oligodendrocitos maduros
(Naruse et al., 2017). Como se mencioné anteriormente, las neuronas derivadas de la SVZ
migran a traves de la corriente migratoria rostral hacia el bulbo olfatorio en mamiferos o
hacia el cuerpo estriado en humanos, mientras que los oligodendrocitos mayormente

ocupan el cuerpo calloso adyacente. En contraste a la SVZ, las NPCs de la SGZ del
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hipocampo parecen producir s6lo neuronas a menos que sean reprogramadas
genéticamente para inducir la oligodendrogénesis (Akkermann et al., 2017).

Durante la diferenciacion, el linaje de oligodendrocitos atraviesa varios estadios
intermedios del desarrollo que son tanto morfoldgicamente como funcionalmente distintos
y expresan componentes especificos en cada estadio que sirven como marcadores de
progresion del linaje. Durante el desarrollo temprano, los progenitores de oligodendrocitos
expresan el receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa) (Deng
et al., 2003). Conjuntamente con la expresion de PDGFRa se expresa NG2 (del inglés
neural-glial antigen 2). Estas células PDGFRa+/NG2+ no expresan marcadores de otras
poblaciones del SNC ni marcadores de oligodendrocitos maduros por lo que son Utiles para
detectar poblaciones en estadios tempranos del desarrollo de los oligodendrocitos (Dawson
et al., 2000). Un anticuerpo ampliamente utilizado para la deteccion de oligodendrocitos es
RIP (del inglés Receptor interacting protein) (Friedman et al., 1989). RIP reconoce a la
proteina CNPasa (del inglés 2’,3-cyclic nucleotide 3’-phosphodihidrolase) que se expresa
a partir de oligodendrocitos inmaduros. Esta CNPasa también se expresa conjuntamente
con marcadores de oligodendrocitos maduros, como lo es la proteina basica de mielina y
no se expresa en células que expresan otros marcadores de otros linajes celulares como

por ejemplo GFAP, especifica de astrocitos (Butt et al., 1995; Watanabe et al., 2006).
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Figura 4. Interaccion entre células del sistema nervioso central. Esquema representativo de las células
gue componen el SNC. Las neuronas, que transmiten impulsos eléctricos a través de los axones hacia
otras neuronas. Oligodendrocitos que generan la vaina de mielina que rodea a los axones para acelerar la
transmision neuronal. Los astroscitos que extienden ramificaciones hacia los vasos sanguineos y las
sinapsis. La microglia mantiene la vigilancia en el cerebro en busca de dafio o infeccién. Modificado de
(Allen et al., 2009).

1.5 Inmunomodulacion en el SNC

El cerebro no es un sitio inmunoprivilegiado como se pensaba originalmente. Bajo
condiciones fisioldgicas, células del Sl (linfocitos T, macréfagos y células dendriticas)
pueden atravesar la BHE e infiltrar el tejido cerebral y modular las poblaciones residentes
del SNC (Kipnis y Filianol., 2017). EI Sl estd involucrado en procesos
neurocomportamentales normales. Las citoquinas y sus receptores son expresados, al

menos a bajos niveles, en el cerebro sano, por lo que las neuronas y células gliales pueden
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responder a la accién de estas proteinas. Esta actividad sobre las células del SNC puede
regular la produccion y secrecion de neurotrofinas, neurotransmisores y otras citoquinas, lo
gue sugiere su actividad como neuromoduladores en funciones cognitivas normales como

el suefio, las respuestas al dolor o estrés psicoldgico (Yirmiya y Goshen., 2011)

La inflamacion es un proceso celular y molecular complejo en respuesta al estrés,
infeccion o injuria que tiene como objetivo restaurar la homeostasis del organismo. Debido
a dafos que se pueden generar en el SNC se inicia un proceso de neuroinflamacion por la
activacion de los astrocitos, la microglia, los macréfagos y linfocitos infiltrantes. Esto dispara
una mayor infiltracion de células del Sl desde la periferia hacia el parénquima cerebral.
Estos liberan mediadores pro y anti inflamatorios como el interferon-gamma (IFN-y), el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina-1 beta (IL-18), Interleuquina-18 (IL-
18), interleuquina-6 (IL-6), quimoquinas, neurotransmisiores y especies reactivas del
oxigeno. Esto crea una retroalimentacion positiva que atrae al SNC mas células del Sl y
genera activacion de mas células de la microglia y astrocitos. Esta interaccion entre en Sl
y el SNC pueden afectar varias funciones cerebrales, como la remodelacién neural,
plasticidad sinaptica, liberacion de neurotransmisores, respuesta asociada al estrés,
progresion de enfermedades cognitivas. Todos estos procesos pueden tener
consecuencias tanto positivas como negativas para la neurogénesis (Gonzalez-Perez et al.,
2012; Whitney et al., 2009). Por lo tanto, entender los mecanismos moleculares y elementos
claves que controlan el mantenimiento de los nichos neurogénicos puede contribuir al

desarrollo de potenciales futuras terapias para desérdenes cerebrales.

Creciente evidencia indica que hay un aumento en la neurogénesis en el DG y la SVZ
luego de que se produce un dafio en el SNC. Luego de una isquemia, aumenta la
proliferacion de células en el DG y la SVZ demostrado mediante el aumento de células
bromodeoxiuridina (BrdU)-positivas. Estas también son capaces de migrar a la capa

granular en el caso de las células provenientes del DG y hacia el bulbo olfatorio, corteza y
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cuerpo estriado en el caso de la SVZ. Ademas, la mayoria de estas células se diferencian
en neuronas que se pueden integrar a los circuitos preexistentes (Parent, 2003; Whitney et
al., 2009). En el caso de la enfermedad de Alzheimer, que se caracteriza por la progresiva
pérdida de neuronas, también se ha encontrado que en los estadios mas tempranos de la
enfermedad existe un aumento de la neurogénesis en el hipocampo, tal vez como un
mecanismo que trata de compensar la pérdida de células neuronales. Sin embargo, en este
caso las células no logran sobrevivir y completar su maduracion a neuronas funcionales por

lo que no pueden detener el deterioro progresivo que se genera (Chen et al., 2008).

El estrés (definido como cualquier disrupcion de la homeostasis de un organismo) es uno
de los factores que pueden perturbar la interaccion entre el SNC y el Sl y conllevar a la
aparicion de alteraciones cognitivas. El estrés produce una respuesta por parte del sistema
nervioso simpatico y del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) por la liberacién de una
serie de mediadores, entre ellos hormonas, principalmente la hormona liberadora de
corticotropina, adrenocorticotropina y glucocorticoides (Miller y O'Callaghan., 2002). El
estrés también afecta al Sl al afectar el balance de la respuesta Th1/Th2, que representan
dos formas polarizadas de linfocitos T CD4" y la clasificacion esta basada en los patrones
de produccion de citoquinas. El perfil Th1 mayormente produce IFN-y, IL-2, IL-18 y el factor
de necrosis tumoral beta (TNF-$), mientras que el perfil Th2 se caracteriza por la secrecién
de IL-4, IL-5, IL,6, IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-) (Schwarz et
al., 2001). El desbalance persistente en la produccion de citoquinas debido al estrés genera
alteraciones en la funcién de los neurotransmisores y en el comportamiento, lo que lleva al
desarrollo de enfermedades como la esquizofrenia, la depresién mayor y la enfermedad de
Alzheimer (Felger y Lotrich., 2013). Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron
gue ratones Balb/c hembras expuestas a un modelo de estrés cronico presentaron una
menor capacidad de aprendizaje y memoria en la prueba de campo abierto, evitacion

inhibitoria, laberinto en forma de Y y laberinto de Barnes y cambios neuroquimicos e
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histologicos, que se correlacionaron con alteraciones en el balance Thl/Th2.
Especificamente, se observo una disminucion en los niveles de IFN-y y un aumento en los
niveles de IL-4, IL,10 e IL-6 que se correlaciond con una reduccidn en neurogénesis en

ratones sometidos a este modelo de estrés (Palumbo et al., 2007; 2010; 2012; 2017).

1.5.1 Accion de las citoquinas sobre las NPCs

Como se menciond anteriormente, las citoquinas se perfilan en la actualidad como los
mediadores de los efectos del Sl sobre el SNC. Se ha demostrado que la exposicion al
estrés incrementa los niveles de IL-1B en varias areas del cerebro, incluyendo al
hipocampo. La administracion de esta citoquina produce una serie de efectos similares a
los observados en modelos de estrés, incluyendo la activacion del eje HHA, inhibicién de la
potenciacion a largo plazo y menor expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) en hipocampo. En contraste, el bloqueo del receptor de IL-1f inhibe la supresion
de la proliferacion celular en hipocampo producida por el estrés agudo o crénico (Koo y
Duman., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que la microglia puede determinar el
destino de diferenciacion de las NPCs, especificamente, la microglia activada con IFN-y
promueve la neurogénesis mientras que la microglia activada con IL-4 induce la via de la
oligodendrogénesis (Butovsky et al., 2006). La IL-6 producida por la microglia activada
induce la diferenciacion de las NPCs hacia un linaje de astrocitos. Otro estudio ha
demostrado que la IL-6 reduce la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los

progenitores en el DG del hipocampo (Spooren et al., 2011a).

Teniendo en cuenta los antecedentes reportados en la literatura y comentados en esta
seccion, planteamos para este trabajo final de grado la siguiente hipotesis: El balance de
citoquinas hacia Th2 es el responsable de la disminucion de la proliferacion de las NPCs y
su diferenciacion a células no neuronales, lo que conlleva a la aparicion del deterioro
cognitivo observado en ratones estresados cronicamente. Particularmente, postulamos que

las citoquinas IFN-y (citoquina Thl) e IL-4 (citoquina Th2), cuyos niveles se observaron
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alterados en ratones hembras BALB/c inducidas por estrés cronico moderado, afectan la
proliferacion de las NPCs aumentandola o disminuyéndola respectivamente. El IFN-y
provoca la diferenciacion de las NPCs hacia un fenotipo neuronal mientras que la IL-4
conducirian a obtener oligodendrocitos o astrocitos. Ademas, las citoquinas IL-1pB e IL-6
participan en estos procesos de proliferacion y diferenciacion NPCs dependiendo de su

concentracion.

El objetivo general de este trabajo es estudiar in vitro el efecto de las citoquinas IFN-y

IL-18, IL-4 e IL-6 sobre la proliferacion y diferenciacién (a neuronas, oligodendrocitos y
astrocitos) de NPCs hipocampales provenientes de ratones hembras BALB/c adultos. El
descubrimiento de estos mecanismos podria aportar nuevas herramientas para el abordaje
de patologias relacionadas con déficit cognitivo para brindar a los pacientes tratamientos

mas eficaces y especificos.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Poner a punto el cultivo de NPCs provenientes de hipocampo de

ratones hembra Balb/c adultos y adquirir criterio sobre dicho cultivo.

Objetivo especifico 2: Estudiar in vitro el efecto de diferentes concentraciones de las
citoquinas IFN-y IL-1B, IL-4 e IL-6 sobre la proliferacion de las NPCs del hipocampo

provenientes de ratones BALB/c adultos.

Objetivo especifico 3: Evaluar in vitro el efecto de las citoquinas IFN-y, IL-18, IL-4 e IL-
6 a distintas concentraciones sobre la diferenciacion de las NPCs del hipocampo

provenientes de ratones BALB/c adultos.
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2.1 Animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c adultos de dos meses mantenidas en
condiciones controladas de humedad y temperatura, con un periodo de 12 horas de luz y
suministro de agua y comida ad libitum en el bioterio del Centro de Investigacion Basica y
Aplicada (CIBA-UNNOBA). Todos los experimentos realizados con animales siguieron las
normas éticas y de cuidado establecidas en la Guia para Cuidados y Uso de Animales de
Laboratorio establecidas por el Consejo Nacional de Investigaciones de EEUU (“Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals”. NIH, 8th edition, 2011).

2.2 Diseccion del hipocampo y muestras utilizadas

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. A partir de cerebro de ratones
adultos se diseco el hipocampo en PBS frio segun el Atlas de anatomia del cerebro de raton
(Paxinos y Franklin, 2001). Se utilizaron diez ratones en total, seis para la puesta a punto
de los cultivos de NPCs y cuatro para los cultivos que se utilizaron para realizar los
experimentos. Las NPCs fueron obtenidas de dos cultivos independientes (n = 2) utilizando

dos hipocampos para cada cultivo.

2.3 Cultivo de células progenitoras neurales

Los hipocampos se disgregaron con tijera y se homogeneizaron mecanicamente con
pipeta en 5 mL de la solucién HBSS-glucosa (Hanks buffer salt solution, D-glucosa, HEPES,
tripsina y hialuronidasa) y se incubaron a 37°C durante 15 minutos para que actien las
enzimas. Se disgregé el tejido nuevamente con pipeta y se incubo 15 minutos a 37°C. Se
agrego 5 mL de la solucion BSA-EBSS-HEPES (BSA, Earl buffer salt solution, HEPES) para
proteger las células y se resuspendid. Se pasaron las células por un colador de 70 pm
(Falcon) y se centrifugaron durante 5 minutos a 1300 rpm a temperatura ambiente. Se
removié el sobrenadante y se agregaron 10 mL de la solucion HBSS-sucrosa para lavar las
células y se centrifug6 durante 15 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente. Se removio

el sobrenadante y se resuspendieron las células en 2 mL de la solucién BSA-EBSS-HEPES

18



Moroni, Alejandro David Trabajo Final de Grado | Materiales y métodos

y se agregaron 15 mL mas de esta solucion. Se centrifugé a 1500 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se removié el sobrenadante y se resuspendieron las células en 5
mL de medio para neuroesferas (medio DMEM/F12-glutaMAX (Gibco) conteniendo
suplemento B27 (Gibco), PSF antibiético-antimicético y Hepes buffer). Estas células fueron
colocadas en botellas para cultivo y se les agregaron 20 ng/mL de factor de crecimiento
fibroblastico basico (BFGF, del inglés basic fibroblast growth factor, PeproTech) y 20 ng/mL
del factor de crecimiento epidermal (EGF, del inglés epidermal growth factor, PeproTech)
(cultivo en suspension). Se incubaron a 37°C con 5% CO2. Cada dos dias se agrego al
cultivo los factores de crecimiento en las cantidades mencionadas anteriormente. Se
hicieron pasajes de las neuroesperas cada 10 dias para multiplicar las células. Para ello se
pasaron las células a un tubo, se centrifugd a 500 rpm durante 5 minutos para obtener en
el pellet las neuroesferas y se removid el medio. Se colocé 1 mL de Accutanse (Milipore),
se incubo durante 10 minutos y se disociaron las neuroesferas mecanicamente con pipeta.
Las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se lavaron con 5 mL de PBS
para remover el Accutanse. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de
medio para neuroesferas. La viabilidad celular se estim6 de acuerdo al criterio de exclusion
de azul tripan utilizando una cAmara de Neubauer. De esta manera se determind la cantidad
de células que se colocaron en cada frasco (0,5x10° células en frascos de cultivo de 25
cm?; 2x10% células en frascos de cultivo de 75 cm?) de cultivo conteniendo medio

neuroesfera y factores de crecimientos. (técnica modificada de Ray y Gage, 2006).

2.4 Determinacién de la proliferacién de células progenitoras neurales

2.4.1 Proliferacién de las NPCs in vitro

La proliferacion fue determinada en placas de 24 pocillos conteniendo cover slips
tratados con poli-d-lisina (PDL, 10 pug/mL, Sigma) y laminina (5 pug/mL, Invitrogen). Se
colocaron 1 x 10° células por pocillo en un volumen final de 1 mL de medio para

neuroesferas con factores de crecimiento (cultivo en monocapa y medio proliferativo) por
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duplicado. Se incubaron durante 48 horas en ausencia o presencia de citoquinas en
diferentes concentraciones. A cada pocillo se le agregé BrdU (5-bromo-2"deoxiuridina,

5uM) y se incub6 durante 2 horas.
2.4.2 Tratamientos

Para evaluar el efecto de las citoquinas sobre la proliferacion de las NPCs, se realizaron
los siguientes tratamientos. IFN-y: a concentraciones de 100 ng/mL; 50 ng/mL; 1 ng/mL y
0,1 ng/mL. IL-1B, IL-4 e IL-6: en concentraciones de 50 ng/mL; 1 ng/mL; 0,1 ng/mL y 0,01

ng/mL.
2.4.3 Inmunocitoquimica

Luego del cultivo, se fijaron las células con paraformaldehido al 4% durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con TBS 1X y luego se incubaron 15
minutos con 2N HCl a 37°C y 10 minutos con 0,1M de buffer borato. Se lavaron seis veces
con TBS 1X, en total 90 minutos y se bloque6 con 1% de suero normal en TBS con 0,1%
Triton-X (TBS++) durante 1 hora. Se incubd con el anticuerpo primario anti-BrdU (hecho en
rata, abcam ab6326, 1:500) en TBS++, toda la noche a 4°C. Luego de lavar se colocé el
anticuerpo secundario anti-rat-Cy3 (JIR 712-165-153, 1:250) en TBS++ durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se marcaron los ndcleos celulares con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindole) en TBS (1:10.000) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se montaron los
cover slips y finalmente se observaron en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
E800, del Instituto de Investigaciones en Medicina Traslacional (IIMT) del Hospital

Universitario Austral.

2.5 Determinacién de la diferenciacién de las células progenitoras neurales

2.5.1 Diferenciacién de las NPCs in vitro

En placas de 24 pocillos con cover slips conteniendo poli-d-lisina (PDL, 10 pg/ml, Sigma)

y laminina (5 pg/ml, Invitrogen) se colocaron 1 x 10° células por pocillo en medio proliferativo
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durante 48 horas a 37°C, 5% CO2. Culminado este tiempo se reemplazé la mitad del medio
por medio sin factores de crecimiento (medio de diferenciacién), para ir removiendo los
mismos y se agregaron las citoquinas a diferentes concentraciones. En el transcurso de los
4 dias siguientes, se repitio este procedimiento y se le agregaron las citoquinas para

mantener la concentracion de las mismas. De esta manera se logro la diferenciacion celular.

2.5.2 Tratamientos

Para evaluar el efecto de las citoquinas sobre la diferenciacion de las NPCs, se realizaron
los siguientes tratamientos: IFN-y, IL1(3, IL4 e IL-6: en concentraciones de 1 ng/mL; 0,1

ng/mL y 0,01 ng/mL.

2.5.3 Inmunocitoquimica

Las células fueron fijadas con 4% de paraformaldehido en PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con TBS 1X, se blogueara con TBS++
durante 1 hora. y se incubaron con anticuerpos primarios en TBS++ para marcar los
diferentes tipos celulares neurales, anti-DCX (hecho en raton, abcam ab135349, 1:250):
para neuronas, anti-GFAP (hecho en cabra, abcam ab53554, 1:1000): para astrocitos y
anti-RIP (hecho en conejo, Cell Signaling D94C12, 1:50): para oligodendrocitos. Luego se
incubaron con anticuerpos secundarios con distintos fluoroforos anti-raton-Cy3 (Jackson
Immuno Research (JIR) 712-165-153, 1:400), anti-cabra-FITC (JIR 705-095-147, 1:150) y
anti-conejo-Cy5 (JIR 711-175-152, 1:250) y con DAPI en TBS (1:10.000), para marcar los
nacleos. Se montaron los cover slips y se observaron en el servicio de microscopia del
IBioBA- CONICET- MPSP en el Polo Cientifico Tecnoldgico utilizando un microscopio

confocal Carl Zeiss LSM 710-T-PMT.

2.6 Anélisis de datos
Para los experimentos de proliferacion se tomaron 6 imagenes representativas por
preparado con un objetivo de 40x. Las imagenes analizadas poseen aproximadamente 150
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células cada una. Para el analisis de las imagenes se utilizaron los softwares ImageJ y
CellProlifer version 2.1.1 y se utiliz6 Adobe Photoshop CS6 para la superposicion de las

mismas.

Las imagenes de microscopia correspondiente a los experimentos de diferenciacion
fueron tomadas con microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710-T-PMT del IBioBA-
CONICET- MPSP en el polo cientifico tecnologico. Para evaluar diferenciacion, 5 imagenes
representativas por preparado fueron tomadas con un objetivo 20x (aproximadamente 150

células por imagen) y se analizaron utilizando el software Fiji versién 1.51s.

2.7 Andlisis estadistico

Para realizar las pruebas estadisticas que se mencionan a continuacién se utilizaron los
siguientes programas estadisticos: InfoStat y GraphPad Prims 5.00. Para verificar la
distribucién normal de los datos se utilizd la prueba de Shapiro-Wilks (modificado). Se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) para verificar la igualdad de varianzas entre los
grupos de datos a comparar. Las diferencias entre tres o0 mas grupos de datos fueron
evaluadas por ANOVA de un factor seguido por el método de Dunnett y Bonferroni para los
experimentos de proliferacion y diferenciacion, respectivamente. Los datos fueron
expresados como la media + error estdndar de la media (X + ES). Las diferencias entre las

medias se consideraron significativas cuando p<0,05.
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3.1 Puesta a punto de cultivo

Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo de tesis, lo primero a realizar
fue la puesta a punto de la técnica de cultivo celular de NPCs. Las NPCs proliferan en
suspension formando neuroesferas (Figura 5 A) y en monocapa se adhieren cuando se les

proporciona un sustrato adecuado (Figura 5 B).

Luego de realizado el protocolo de extraccion del hipocampo y su posterior procesado,
se procedi6 a establecer el reconocimiento de las NPCs y sus tiempos de proliferacion como
neuroesferas, para poder realizar los pasajes correspondientes para multiplicar las células
a fin de obtener la cantidad necesaria para realizar los experimentos. Los tiempos de
proliferacion tienen que ser los 6ptimos, si son demasiado cortos, el rendimiento sera bajo,
por lo que en cada pasaje no se van a obtener suficientes células para realizar los
experimentos. Si los tiempos de proliferacion son largos, estas creceran demasiado, el
centro de la neuroesfera se oscurecera indicando que las células internas entrardn en un
proceso de muerte celular por la falta de nutrientes. Establecimos el tiempo 6ptimo de
proliferacion de las NPCs de hipocampo creciendo en suspension a los 10 dias de iniciado
el cultivo, teniendo en cuenta el tamafio promedio de las neuroesferas, su aspecto y su
morfologia (figura 5 A). Cada 10 dias se realizaron pasajes para obtener la cantidad de

células necesarias para realizar los experimentos.

Otro punto a tener en cuenta es la cantidad de pasajes que se les puede realizar a las
células sin que modifiquen sus propiedades de células madres. Segun datos bibliograficos,
las NPCs pierden sus caracteristicas de célula madre a medida que se realizan los pasajes
de celulares (Vukicevic et al., 2010). Segun lo que observamos al microscopio, no es
recomendable utilizar NPCs que superen el séptimo pasaje, ya que comienzan a expresar
anormalidades morfoldgicas, como extension de filopodios y por lo tanto adhesion a la placa

de manera espontanea. Teniendo en cuenta esto y la cantidad de células necesarias para
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realizar los experimentos, para este trabajo de tesis se utilizaron NPCs provenientes de los

pasajes de 3 al 6.

Una vez obtenida la cantidad adecuada de células, el paso siguiente consistio en cultivar
las NPCs en monocapa en una placa de 24 pocillos con PDL y laminina como se menciono
en materiales y métodos. Para tal fin, se procedié a optimizar la cantidad de células a
colocar por pocillo y los tiempos en los que las células van a permanecer en la placa. Esto
se realiz6 sobre cultivos controles en medio con factores de crecimiento y sin citoquinas.
Densidades bajas o altas de células hacen que estas no proliferen. Se establecié un 6ptimo
de 100.000 células por pocillo. En cuanto a los tiempos, se evaluaron diferentes tiempos,
24,48y 72 hs. A las 24 horas, la proliferacién de las NPCs no fue abundante debido a que
no habia una buena cantidad de células y esto impedia obtener buenas imagenes de
microscopia como para realizar una cuantificacion. A las 72 horas, al contrario de lo ocurrido
a las 24 hs, la confluencia celular sobre la placa era casi total. A este tiempo las células
dejan de proliferar y se incrementa la probabilidad de que se desprendan de la placa. Se
establecié como 6ptimo el tiempo de 48 horas de cultivo, ya que a ese tiempo la confluencia
de la placa es de alrededor del 80%, lo que se traduce en una buena cantidad de células

en proceso de proliferacién (figura 5 B).
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A

24 hs. 48 hs.

Figura 5. Proliferacion de las NPCs en cultivo a través del tiempo. A) Cultivo de NPCs proliferando
en suspension. Imagenes representativas (40x) de neuroesferas en cultivo de 4, 10 y 14 dias. Barra de
escala = 50 um B) Cultivo de NPCs proliferando en monocapa. Imagenes representativas (10x) de

células en cultivo a las 24, 48 y 72 horas. Barra de escala = 50 um

3.2 Evaluacion del efecto in vitro de las citoquinas sobre la proliferacion de las NPCs
hipocampales.

In vivo, las NPCs estan expuestas a un ambiente celular y factores que regulan el
proceso de proliferaciéon celular. Entre los factores que pueden modificar dicho proceso se
encuentras las citoquinas. Con el fin de evaluar el efecto de las citoquinas sobre la
proliferacion de las NPCs hipocampales provenientes de ratones adultos in vitro, se

cultivaron las células en placas de 24 pocillos conteniendo PDL y laminina para que las
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NPCs proliferen en monocapa. En condiciones proliferativas (en presencia de factores de
crecimiento) se agregaron distintas concentraciones de citoquinas y se incubaron durante
48 horas. Dos horas previas a la finalizacion del cultivo, se agreg6 BrdU, anélogo de la base
timidina, que se incorporo en las células que estaban proliferando. Se realiz6 la técnica de
inmunocitoquimica, utilizando DAPI para tefiir los nucleos y un anticuerpo anti-BrdU para
identificar a las células que proliferaron. Mediante microscopia de fluorescencia se tomaron
fotos representativas de los preparados celulares. Se consideré como célula proliferante
aquella marcada con BrdU (BrdU+) y ademas tefiida con DAPI. Se tomaron 6 imagenes por
preparado y se calculo el porcentaje de células BrdU+ con respecto al total de nucleos
tefiidos con DAPI. En la figura 6 A se muestra una imagen representativa de un cultivo
control observado con distintos filtros del microscopio de fluorescencia. La imagen de la
izquierda muestra los nucleos tefiidos con DAPI en azul, laimagen central las células BrdU+

en rojo y la imagen derecha la superposicion de ambas imagenes.

3.2.1 IFN-y

Al evaluar el efecto de las distintas concentraciones de IFN-y sobre las NPCs, nuestros
experimentos mostraron que altas concentraciones de IFN-y producen una disminucién
significativa en la proliferacion de las NPCs. Especificamente, concentraciones de 1y 50
ng/mL de IFN-y provocaron una disminucién en la proliferacion de aproximadamente de 6
veces respecto al control sin estimular (p<0,01) mientras que a concentraciones de 100
ng/mL de IFN-y, la reduccién en la proliferacion fue casi total (p<0,001). A la concentracion
mas baja estudiada de 0,1 ng/mL no se observaron diferencias significativas en los niveles

de proliferacién con respecto al control (Figura 6 C).

En la figura 6 B se muestran imagenes representativas de cultivos estimulados con las
distintas concentraciones de IFN-y (0,1, 1, 50 y 100 ng/mL) donde se observan en rojo las

células que incorporaron el BrdU.
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A DAPI BrdU+ DAPI/BrdU+
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0,1 ng/mL 1 ng/mL
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Figura 6. Evaluacion del efecto del IFN-y sobre la proliferacién de las NPCs. A) Imagenes
representativas con magnificaciéon 40x de un control (sin estimular) donde se observan los
nacleos tefiidos con DAPI en azul, las células BrdU+ en rojo y la superposicion de ambas
imagenes. B) Se muestran fotos representativas a 40x (obtenidas por superposicion de las
imagenes obtenidas para DAPI y BrdU) de cultivos estimulados con 0,1; 1; 50 y 100 ng/mL de
IFN-y. C) Se grafica el porcentaje de células BrdU+ respecto del total de nicleos tefidos con
DAPI. Las barras muestran la media + SEM de 2 experimentos independientes realizados por
duplicado. **p<0,01; ***p<0,001 con respecto al control. Barras de escala = 50 um
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3.2.2 IL-1B

Al evaluar el efecto de las distintas concentraciones de IL-1p (0,01; 0,1; 1 y 50 ng/mL)

sobre la proliferacion de las NPCs, no se observaron diferencias significativas respecto del

control (Figura 7 Ay B).

IL-18

Control

DAPI/BrdU

o)

Células BrdU+
(% del total de células)
s

IL-1B

0 T
Control

3.2.31L-4

0,01 0,1 1

Concentracion (ng/mL)

0,01 ng/mL

1 ng/mL

50

0,1 ng/mL

50 ng/mL

Figura 7. Evaluacion del
efecto del IL-18 sobre la
proliferacién de las NPCs. A)
Imégenes representativas con
magnificacion 40x de un cultivo
(sin estimular) y de cultivos
estimulados con 0,01; 0,1; 1, 50
ng/mL de IL-1B. B) Se grafica
las células proliferantes BrdU+
como un porcentaje del total de
células. Las barras muestran la
media +SEM. n=2. Barras de
escala = 50 um

Con el objetivo de estudiar el efecto de la IL-4 sobre las NPCs, estas se cultivaron en

presencia de diferentes concentraciones de la citoquina durante 48 hs. Las células

estimuladas con IL-4 no mostraron diferencias significativas comparadas con el cultivo
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control en cuanto al porcentaje de proliferacion. Cabe destacar que los cultivos estimulados

con las tres concentraciones mas altas utilizadas para estos experimentos (0,1; 1 y 50

ng/mL) tuvieron una tendencia de aumento en los niveles de proliferacion. Cuando se

estimularon con 50 ng/mL de IL-4 el porcentaje de proliferacion de NPCs fue de 9,5% en

promedio, comparado con el 5,5% promedio de proliferacién en los cultivos sin estimular

(Figura 8 B). Esto se puede observar también en la figura 8 A, donde se ven representadas

imagenes (40x) de un cultivo control y cultivos tratados con 0,01; 0,1; 1 y 50 ng/mL de IL-4.

Control

DAPI/BrdU

o)

154

104

T

Células BrdU+
(% del total de células)

IL-4

0 T
Control

3.241L-6

0,01 0,1 1

Concentracion (ng/mL)

0,01 ng/mL

1 ng/mL

50

0,1 ng/mL

50 ng/mL

Figura 8. Evaluacion del efecto
de la IL-4 sobre la proliferacién
de las NPCs. A) Iméagenes
representativas con magnificacion
40x de un cultivo (sin estimular) y
de cultivos estimulados con 0,01;
0,1; 1, 50 ng/mL de IL-4. B) Se
grafica las células proliferantes
BrdU+ como un porcentaje del total
de células. Las barras muestran la
media +*SEM. n=2. Barras de
escala = 50 pm
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Se evaluo el efecto de distintas concentraciones de la citoquina IL-6 sobre la proliferacion

de las NPCs. Los experimentos estimulados con IL-6 mostraron efectos diversos. A bajas

concentraciones de 0,01 y 0,1 ng/mL no hubo diferencias con respectos al control. La

estimulacion con 1 ng/mL produjo un aumento significativo en la proliferacion de las NPCs

(p<0.05). Contrariamente,

la concentracion de 50 ng/mL indujo en las NPCs una

disminucién significativa en la proliferacion de aproximadamente la mitad de lo observado

en un cultivo control (p<0.01) (figura 9).

Células BrdU+
(% del total de células)

Control

IL-6

1 ng/mL

IL-6

101
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e —

6-

4-

2-

0 T

Control 0,01 0,1

Concentracién (ng/mL)

0,01 ng/mL

0,1 ng/mL

50 ng/mL

Figura 9. Evaluacion del efecto
del IL6 sobre la proliferacion de
las NPCs. A) Imégenes
representativas con
magnificacion 40x de un cultivo
control y estimulados con 0,01;
0,1; 1, 50 ng/mL de IL-6. B) Se
grafica las células proliferantes
BrdU+ como el porcentaje
respecto del total de células. Las
barras muestran la media +SEM.
n=2. *p<0,05; *p<0,01 con
respecto al control. Barras de
escala = 50 um
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3.3 Evaluacion del efecto in vitro de las citoquinas sobre la diferenciaciéon de las NPCs
hipocampales

Para estudiar el efecto de las citoquinas sobre la diferenciacién las NPCs se cultivaron
estas células en monocapa durante 6 dias (2 dias en medio de proliferacion y 4 en medio
de diferenciacion) en presencia de diferentes concentraciones de citoquinas. Se utilizaron
distintos anticuerpos para identificar proteinas expresadas especificamente en los
diferentes linajes celulares. El anticuerpo anti-GFAP para marcar a los progenitores de
astrocitos, anti-DCX para los progenitores de neuronas y anti-RIP para identificar
progenitores de oligodendrocitos. También se usé DAPI para tefir los nucleos celulares. A
diferencia de la marca de BrdU utilizada en los experimentos de proliferacion, estas tres
marcas son citoplasmaticas y tienen morfologia irregular. Se consider6 como positiva la
marca en los casos que presentaban una morfologia similar a la encontrada en la
bibliografia y a su vez estaban asociadas a un nudcleo celular. Se representaron los

porcentajes de los distintos linajes celulares con respecto al total de células.

En la Figura 10 se observan los criterios tomados en cuenta para la identificacion de los
distintos linajes celulares generados a partir de las NPCs. Se muestra en el panel izquierdo
una imagen a 20x con los distintos filtros que permiten la visualizacion de las diferentes
marcas especificas para los linajes, la tincion nuclear de DAPI se observa en azul; GFAP,
proteina expresada en los astrocitos, en verde; DCX, expresado en progenitores de
neuronas, en amarillo y RIP expresado en oligodendrocitos, en rojo. Abajo se muestra la
superposicion de las marcas. Las flechas blancas sefialan células particulares donde se
puede observar, en el panel derecho, la ampliacién correspondiente la marca de los
distintos tipos celulares que se consideraron como positivas en el andlisis de los
experimentos celulares. Las imagenes representativas pertenecen a un control sin

estimulacion.
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Figura 10. Diferenciacion de las NPCs en cultivo. Imagenes representativas de un cultivo control luego
de 4 dias en medio de diferenciaciéon. Panel izquierdo: imagen (20x) observada con distintos filtros que
permiten la visualizacién de la marcacién nuclear y linajes celulares. De arriba hacia abajo, DAPI, GFAP,
DCX, RIP y la superposicion de las mismas. Las flechas indican las células que se van a visualizar
ampliadas en el Panel derecho. ampliacién de las células indicadas con las flechas a la izquierda donde
se pueden observar células en proceso de diferenciacion expresando marcadores de linaje. Barra de escala
=100 um

3.3.1 IFN-y

En la evaluacién del efecto de diferentes concentraciones de IFN-y sobre la
diferenciacion de las NPCs no se observaron diferencias significativas para ninguno de los
linajes celulares. Sin embargo, es destacable que a medida que aumenta la concentracion
de IFN-y utilizada se produce una disminucion en el porcentaje de células que expresan el
marcador de progenitores astrociticos (células GFAP+). Para la concentracion de 1ng/mL
de IFN-y el porcentaje de células GFAP+ es similar al porcentaje de células que expresan
el marcador de progenitores neuronales DCX (figura 11 B). Esto también se observa en la
figura 11 C, en donde se grafica la relaciéon entre las células GFAP+ sobre las DCX+, que
es practicamente 1 cuando la estimulacion de las células se realizé con 1 ng/mL de IFN-y.
A concentraciones mas bajas de IFN-y la relacion GFAP+/DCX+ aumenta a razon de 5
astrocitos por cada neurona cuando se estimulé con 0,01 ng/mL de IFN-y y esta relacion
fue de 4 cuando se estimul6 con 0,1 ng/mL. Si bien estos resultados no fueron
estadisticamente significativos con respecto a su control, no descartariamos que
proporciones alteradas entre astrocitos y neuronas puedan tener alguna implicancia
fisiologica. Practicamente, no se detectaron progenitores de oligodendrocitos (RIP+) en

ninguno de los cultivos realizados ya sean controles o estimulados con IFN-y.

En la Figura 11 A se muestran imagenes representativas de células diferenciadas en
cultivos estimulados con IFN-y 0,01 y 1 ng/mL comparadas con su control. Es interesante
resaltar la morfologia de las células GFAP+ cuando fueron estimuladas en presencia de

IFN-y 1 ng/mL, donde se observa la marca para GFAP distribuida en largas y delgadas
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prolongaciones en comparacion con el control donde en general la marca se concentra

rodeando al nucleo y mas ramificada.

IFN-y
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Figura 11. Efecto del IFN-y sobre la diferenciacién de las NPCs. A) Im4genes representativas
(20x) de cultivos sin estimular y estimulados con 0,01 y 1 ng/mL de IFN-y durante 5 dias en medio
de diferenciacién. B) Se grafican el nimero de células GFAP+; DCX+ o RIP+ expresados como un
porcentaje del total de células (DAPI+). C) Relacién entre el porcentaje de progenitores de astrocitos

y progenitores de neuronas (GFAP+/DCX+) a las distintas concentraciones de IFN-y. Las barras
muestran la media +SEM con un n=2. Barras de escala = 100 pm.

3.3.2 IL-1B

Cuando se evalu6 el efecto de la IL-1B sobre la diferenciacion de las NPCs, no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de células GFAP+ para las

concentraciones evaluadas y estos porcentajes fueron similares al control (Figura 12 B).
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Con respecto al porcentaje de células DCX+, si bien no se observaron diferencias
significativas para las concentraciones de IL-13 estudiadas respecto al control, para la
concentracion de 1 ng/mL el porcentaje de células DCX+ disminuye (ns) con respecto a los
cultivos sin estimular (figura 12 B). Esta disminucion en el porcentaje de células que
expresan DCX, sumado a que los niveles de GFAP que se mantuvieron sin variacion,
provoco un cambio significativo en la relacion de GFAP+/DCX+, llegando a ser méas de 15

astrocitos por cada neurona (p<0,001) (figura 12 C).
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Figura 12. Evaluacién del efecto de la IL-1B. A) Imagenes representativas (20x) de cultivos
sin estimular y estimulados con 1 ng/mL de IL-1B. B) Porcentaje de células progenitoras de
astrocitos (GFAP), neuronas (DCX) y oligodendrocitos (RIP). C) Relacion entre el porcentaje de
células GFAP+ sobre células DCX+ a las distintas concentraciones de IL-1B. Las barras
muestran la media £SEM con un n=2. Los asteriscos muestran diferencias significativas con
respecto al control (***p<0,001). Barras de escala = 100 um.
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3.3.31L-4

Al investigar el efecto de las distintas concentraciones (0,01, 0,1 y 1 ng/mL) de IL-4 sobre
la diferenciacion de las NPCs, no encontramos diferencias significativas en el porcentaje de
células GFAP+, DCX+ y RIP+ respecto al cultivo sin estimular (Figura 13 B). Por lo tanto,

las relaciones entre células GFAP+/DCX+ fueron similares al control (ns) (Figura 13 C).

En la figura 13 A se muestra una imagen representativa de un cultivo estimulado con 0,1
ng/mL de IL-4 y control, ya que las imagenes obtenidas para el resto de las concentraciones

de IL-4 fueron similares.
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Figura 13. Evaluacion del efecto de la IL-4 sobre la diferenciacion de las NPCs. A)
Imagenes representativas (20x) de un cultivo control y uno estimulado con 0,1 ng/mL de IL-4.
B) Se grafican los porcentajes de células positivas para los marcadores de linaje. C) Relacion
entre el porcentaje de células GFAP+ sobre células DCX+ a las distintas concentraciones de
IL-4. Barras de escala = 100 pm.
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3.3.41L-6

Cuando estudiamos el efecto de la IL-6 sobre la diferenciacion de las NPCs, no se
observaron cambios significativos en los porcentajes de células que expresaron GFAP o
DCX en ninguna de las concentraciones evaluadas. Podemos destacar la disminucion (ns)
observada para las células DCX+ en los cultivos estimulados con 0,1 ng/mL de IL-6 (Figura
14 B). Esta disminucion (ns) conlleva a encontrar un aumento significativo en la relacién

GFAP+/DCX+ en cultivos estimulados con 0,1 ng/mL de IL-6 (Figuara 14 C).

En la figura 14 A se muestran imagenes representativas de cultivos estimulados con IL-
6. Se puede observar una diferencia en la morfologia de las células GFAP+, siendo mas
alargada cuando se estimularon con 1 ng/mL de IL-6, comparada la morfologia radial en los

cultivos estimulados con 0,01 ng/mL de IL-6 y en el cultivo sin estimular.
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Figura 14. Evaluacion de la diferenciacién de las NPCs estimuladas con IL-6. A) Imagenes
representativas (20x) de cultivos sin estimular y estimulados con 0,01 y 1 ng/mL de IL-6 durante
5 dias en medio de diferenciacion. B) Se grafican el nimero de células GFAP+; DCX+ o RIP+
expresados como un porcentaje del total de células C) Relacién entre el porcentaje de
progenitores de astrocitos y progenitores de neuronas a las distintas concentraciones de IFN-y.
Las barras muestran la media +SEM con un n=2. Los asteriscos muestran diferencias
significativas con respecto al control (***p<0,001). Barras de escala = 100 pm.
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En las ultimas décadas ha emergido creciente evidencia de que la neurogénesis
hipocampal adulta es funcionalmente relevante y juega un papel clave en el aprendizaje y
la memoria (Deng et al., 2010; Koehl Y Abrous., 2011; van Praag et al., 2002). Si bien las
zonas neurogénicas no son abundantes, los modelos para estudiar a las NPCs y los
abordajes experimentales pueden ser muy variables entre si. Las NPCs pueden ser
obtenidas tanto de hipocampo como SVZ y de distintos modelos animales, siendo los mas
utilizados la rata y el ratdén (sin contar la variabilidad que agregan las distintas cepas de
estos animales). Ademas, hay que tener en cuenta la procedencia de las NPCs que pueden
ser de etapas embrionarias, post-natal o adultas, ya que las caracteristicas de dichas

células y la forma de respuesta ante un estimulo pueden ser muy diferentes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro de diferentes concentraciones
de citoquinas sobre la proliferacion y diferenciacion de las NPCs. Para esto nos planteamos
como primer objetivo la puesta a punto del cultivo de NPCs hipocampales provenientes de
ratones BALB/c adultos. Para tal fin, se determinaron los criterios para la correcta expansion
de NPCs provenientes de hipocampo en cultivo siguiendo el protocolo aprendido por la Dra.
Palumbo en el laboratorio de Adult Neurogenesis del Institute for Developmental Genetics

en el Helmholtz Zentrum Miinchen en Munich, Alemania.

Basandonos en la bibliografia y en la experiencia adquirida, establecimos como tiempo
optimo 10 dias para cada pasaje de neuroesferas creciendo en suspension. A este tiempo
el tamafio promedio de las neuroesferas fue de aproximadamente 100 pum. Si son
demasiado pequefias (< a 50 um), no se obtiene una buena cantidad de NPCs. En cambio,
si las neuroesferas tienen un tamafo muy grande (> a 200 um), su centro se oscurece, las
células en el interior de la neuroesfera sufren muerte celular (por falta de nutrientes y
oxigeno), se adhieren espontdneamente a la placa de cultivo y se diferencian (Walker y

Kempermann., 2014). Pudimos observar una viabilidad reducida al momento de contar la
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cantidad de células utilizando el método de exclusién por azul tripdn en cultivos de 14 dias

0 mas.

Otro punto a tener en cuenta fue el numero de pasajes utilizados. En este trabajo
determinamos la utilizacion de NPCs provenientes del pasaje 3 al 6. Antes del tercer pasaje
no se logré obtener la cantidad de células requeridas para realizar los experimentos.
Posterior al sexto pasaje, comenzamos a ver que las células mostraron adhesion
espontanea a la placa y a extender filopodios. Esto es consistente con trabajos de otros
autores donde recomiendan utilizar NPCs provenientes de no mas de 6 o 7 pasajes (Theus
et al., 2012). Vukicevic y colaboradores (2010) han demostrado las alteraciones genéticas
gue se producen en los cultivos de NPCs a largo plazo y sus consecuencias sobre el

potencial de proliferacion y diferenciacion.

Ademas, fue importante establecer la cantidad de células y el tiempo en que las NPCs
se cultivaron en monocapa para realizar los experimentos de proliferacion y diferenciacion,
ya que un numero inadecuado de células y/o tiempo pueden afectar dichos procesos. Para
tal fin, se fij6 la cantidad de células a colocar en placas de 24 pocillos en 1x10°
células/pocillo. Colocando este numero de células en condiciones de proliferacion (en
presencia de factores de crecimiento) e incubadas durante 48 horas, obtuvimos alrededor
del 80% de confluencia por pocillo. Tiempos mas largos de incubacién y/o alta densidad
celular dieron como resultado un porcentaje de confluencia superior al 90% donde las
células dejan de proliferar, aumentando la probabilidad de desprendimiento de la placa y
muerte celular (Caldwell, 2000; Walker y Kempermann., 2014). Cuando colocamos una
cantidad menor de células que 1x10° células/pocillo, las NPCs se disponian de manera muy

heterogénea sobre la placa, no se adherian y terminaban muriendo.

En cuanto a las concentraciones de citoquinas utilizadas para nuestros experimentos
decidimos utilizar concentraciones de 0,01 a 50 ng/mL (de 0,1 a 100 ng/mL para IFN-y)

CcOmo una primera aproximacion para investigar su efecto sobre nuestro modelo de estudio
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de NPCs adultas. Los trabajos publicados, en general, usan concentraciones de citoquinas
de 10 a 100 ng/ml. Por lo tanto, nos result6 interesante evaluar el efecto de concentraciones

menores que podrian representar una mejor aproximacion a las condiciones fisiolégicas.

Las NPCs, que se encuentran en el giro dentado del hipocampo de mamiferos, son
capaces de proliferar y diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage,
2000; Gross, 2000). Los nichos neurogénicos estan altamente regulados por varios
factores que modifican los procesos de supervivencia, proliferacion, diferenciacion y
maduracion de las NPCs (Ming y Song., 2011). Entre los factores que afectan a las NPCs
se pueden mencionar: componentes de la matriz extracelular (Imbeault et al., 2009),
factores de crecimiento (Palmer et al., 1999), citoquinas (Gonzalez-Perez et al., 2012), la
microglia (Butovsky et al., 2006), el envejecimiento (Limke y Rao., 2002), el estrés
(McEwen, 2001; Scarante et al., 2017), entre otros. Previamente, nuestro grupo demostro
en ratones hembra Balb/c expuestos a un modelo de estrés crénico moderado un deterioro
en el aprendizaje y la memoria evaluado por diferentes pruebas comportamentales
(Palumbo et al., 2007; 2010; 2017; Pascuan et al., 2015). Este déficit cognitivo fue debido
a una disminucién en la neurogénesis hipocampal que se correlacion6 con el desbalance
en los niveles de citoquinas Th1/Th2 (Palumbo et al., 2012). Ademas, alteraciones en los
niveles de citoquinas tanto a nivel periférico como del hipocampo fueron encontradas en el
modelo de estrés cronico (Palumbo et al., 2010; 2017). Teniendo en cuenta los
antecedentes de nuestro grupo y de otros autores donde demostraron el papel de las
citoquinas sobre el aprendizaje y la memoria, asi como su relacién con los procesos de
proliferacion y diferenciacion de las NPCs en diversas patologias (Whitney et al., 2009), nos
resultd interesante estudiar el efecto directo de las citoquinas sobre estos procesos en

NPCs provenientes de ratones adultos.
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Reportes previos sobre el estudio del efecto directo o indirecto del IFN-y en distintos
modelos experimentales han relacionado a esta citoquina proinflamatoria con la
neurogénesis y diferenciacion de las NPCs. Wong (2004) observé que la adicién de IFN-y
a cultivos de neuroesferas provenientes de la SVZ de ratones C57 provocé una disminucion
significativa en la proliferacion de las mismas. En cuanto a la diferenciacion, demostro que
las NPCs estimuladas con IFN-y se diferencian hacia un fenotipo neuronal a la vez que
reduce la poblacion de células GFAP. Otro estudio realizado en NPCs embrionarias
encontrd que el IFN-y reduce la proliferacion de estas células a las 48 horas, asi también
como reduce la diferenciacion tanto a neuronas como a astrocitos (Walter et al., 2011).
Nuestros resultados se mostraron acordes con estos antecedentes (al menos en parte) ya
gue, en nuestro modelo de estudio, el IFN-y induce una disminucioén en la proliferacion de
las NPCs hipocampales a las 48 horas. Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas en la diferenciacion de las NPCs hacia un fenotipo neuronal, observando una
tendencia a disminuir el porcentaje de células GFAP+ a medida que aumenta la
concentracion de IFN-y. Segun lo demostrado en el modelo de estrés crénico, que desde
hace afios estudiamos en nuestro grupo, hipotetizamos que la estimulacion de las NPCs
con IFN-y induciria la proliferacion y la via de diferenciacién a un fenotipo neuronal. Esto no
fue asi para la proliferacion, donde observamos que el IFN-y afecta negativamente la
proliferaciéon en un rango de concentraciones de IFN-y entre 1 y 100 ng/mL. Hay que tener
en cuenta que este modelo experimental in vitro evalud el efecto directo del IFN-y sobre las
NPCs simplificando las variables que se encuentran en los modelos in vivo. Butovsky (2006)
demostré que la microglia activada con IFN-y tiene un efecto pro-neurogénico sobre las
NPCs (provenientes de la SVZ de ratones C57), sin afectar la proliferacion. Este es un
ejemplo claro del efecto indirecto del IFN-y sobre las NPCs. Ademas, observamos una
tendencia de reduccion en la relacion de células GFAP+/DCX+ en cultivos estimulados con

1 ng/mL de IFN-y, debido a la baja en el porcentaje de células GFAP+. Actualmente, se
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conoce que los astrocitos son esenciales para el funcionamiento 6ptimo neuronal, formando
parte activa en la plasticidad sinptica. La reduccién en la astrogliogénesis y la consecuente
reduccion de la relacion de astrocitos/neuronas generados resulta en un pobre
microambiente para las nuevas neuronas que se generan en el DG (Komitova et al., 2002).
Por lo tanto, esta tendencia a la baja en la relacion GFAP+/DCX+, sumado a la significativa
disminucion en la proliferacion, podria generar un ambiente desfavorable para el desarrollo
de nuevas neuronas funcionales en el DG cuando aumentan los niveles de IFN-y en el

hipocampo.

Respecto a la IL-13, una citoquina proinflamatoria, se ha demostrado que su receptor se
encuentra expresado en NPCs del DG del hipocampo pero no en la SVZ (Gonzalez-Perez
et al., 2012). Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en cuanto a la
proliferacion de las NPCs estimuladas con distintas concentraciones de IL-1B durante 48
horas. Otro trabajo, utilizando como modelo de estudio neuroesferas provenientes del DG
de ratas adultas y estimulando con 10 y 100 ng/mL de IL-183, tampoco observé diferencias
en la proliferacion de las neuroesferas a las 24 horas. Cuando adicionaron 100 ng/mL de
IL-1 B durante 7 dias obtuvieron una reduccion significativa en la proliferacién (Ryan et al.,
2013). Estudios previos han demostrado que la exposicion a un estrés agudo, incrementa
los niveles de IL-1f3 en distintas regiones del cerebro incluido el hipocampo (Nguyen et al.,
1998). Koo y Duman (2008) comprobaron, en un modelo in vivo de rata, que la
administracion directa via canula en el hipocampo de 20 y 100 ng por rata de IL1-,
disminuye la proliferacion de las células del DG. Ademas, este grupo estimulo progenitores
obtenidos de hipocampo de ratas y observaron que a las 2 horas de incubar las células con
10 y 100 ng/mL de IL-1B8 habia una disminucion significativa en la proliferacion de los
progenitores hipocampales, sin afectar la muerte celular. Respecto a la diferenciacion de

las NPCs, Monje y colaboradores (2003), han reportado que la IL-13 no afecta el proceso
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de diferenciacién de las NPCs obtenidas de hipocampo de rata. Este estudio es coherente
con nuestros resultados, donde la estimulacion con IL-18 no produjo cambios significativos
en los niveles de los distintos linajes celulares. Sin embargo, cuando analizamos la relacion
de células GFAP+/DCX+ en cultivos estimulados con 1 ng/mL de IL-1B3 esta fue de 15
progenitores de astrocitos por progenitor neuronal. Este aumento de dicha relacion podria

deberse por la tendencia a la disminucion en el porcentaje de células DCX+.

La citoquina anti-inflamatoria IL-4 puede incrementar la migracion de las NPCs al
aumentar la expresion de moléculas de adhesion y receptores de quemoquinas (Guan et
al., 2008). La microglia activada por IL-4 induce un fenotipo denominado protector que, Si
bien no afecta a la proliferacion o supervivencia de las NPCs, promueve tanto la
neurogénesis como la oligodendrogénesis de estas células (SVZ de ratones adultos
C57BI6/J). Este efecto sobre la diferenciacion no se observé cuando las NPCs fueron
tratadas directamente con IL-4 (Butovsky et al., 2006). Acorde con estos antecedentes, no
encontramos diferencias significativas en la proliferacion de las NPCs hipocampales
estimuladas con IL-4. Aunque si podemos destacar que hubo una tendencia a aumentar la
proliferacion cuando la estimulacion se realiz6 con concentraciones de IL-4 altas. En
nuestro modelo de estudio, y de acuerdo con el antecedente citado, no observamos un
efecto en la diferenciacion de las NPCs cuando se estimularon directamente con IL-4 a

ninguna de las concentraciones estudiadas.

Estudios previos han sefialado que la IL-6 tiene un rol clave en la neuroinflamacion. La
expresion no controlada de esta citoquina en el SNC estd asociada a patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Galimberti et al., 2008) y la

depresion (Dowlati et al., 2010). En el cerebro, la fuente principal de IL-6 son los astrocitos
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(Spooren et al., 2011b). Un estudio in vivo demostré0 que se reduce la proliferacion,
supervivencia y neurogénesis de las células en el DG en un modelo de raton transgénico
donde la expresion de IL-6 esta bajo control del promotor de GFAP (Vallieres et al., 2002).
McPherson y colaboradores (2011) demostraron que las NPCs hipocampales expresan el
receptor de IL-6 y que la estimulacién con 10 ng/mL de IL-6 reduce significativamente las
colonias de neuroesferas provenientes de hipocampo en ratones de 21 dias y un afio. En
nuestros experimentos también observamos una disminucion significativa de Ila
proliferacion de las NPCs estimuladas con IL-6 pero s6lo a la concentracion mas alta
evaluada (50 ng/mL). Este resultado esta en linea con trabajos previos de nuestro grupo
donde encontramos en linfocitos provenientes de ratones estresados cronicamente un gran
aumento de IL-6 que se relacion6 con una disminucion en la neurogénesis (Palumbo et al.,
2012). Interesantemente, obtuvimos un aumento significativo en la proliferacion cuando
estimulamos con 1 ng/mL. Esta diferencia podria deberse a que la proliferacién de las NPCs
bajo estimulacion de IL-6 es dosis dependiente, siendo perjudicial la sobreexpresion de esta
citoquina en el hipocampo y beneficiosa a bajas concentraciones. Ademas de lo
mencionado anteriormente, Monje y colaboradores (2003) demostraron que el co-cultivo de
microglia activada con lipopolisacéarido reduce significativamente la neurogénesis de NPCs
provenientes de hipocampo de rata, sin afectar a la gliogénesis. Este efecto fue revertido
con la adicién de un anticuerpo bloqueante de IL-6. Nuestros experimentos de evaluacién
de la diferenciacién estimulando NPCs con IL-6 no afectaron los porcentajes de células de
la glia. Tampoco observamos diferencias significativas en el porcentaje de células DCX+,
so6lo una leve tendencia a disminuir cuando se estimul6é con 0,1 ng/mL de IL-6 que, junto
con el porcentaje de células GFAP+ que se mantuvieron estables, conllevé a un aumento
significativo en la relacion de células GFAP+ sobre las DCX+. Estos resultados, sefialan a

la IL-6 como un blanco interesante para profundizar los estudios sobre las NPCs adultas.
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En cuanto a las células marcadas con RIP, marcador de oligodendocitos, en este trabajo
detectamos niveles de expresion muy bajos para dicha proteina, tanto en cultivos controles
como en cultivos estimulados con citoquinas. Probablemente se deba a problemas
relacionados con el anticuerpo primario utilizado. Si bien RIP se expresa tanto en
oligodendrocitos maduros como inmaduros y su expresion es especifica de este tipo celular,
ya que no marca ni astrocitos ni neuronas (Friedman et al., 1989; Hsieh et al., 2004).
Actualmente, existen otros marcadores especificos de oligodendrocitos inmaduros

empleados en investigaciéon como NG2, 04 y PDGFRa (De Castro et al., 2005).

Para concluir, en este trabajo se logr6 la puesta a punto del cultivo de NPCs
hipocampales de ratones adultos. La importancia de poder estudiar estas células radica en
qgue el hipocampo, a diferencia de la SVZ ampliamente utilizado, est4 relacionado
directamente con los procesos de aprendizaje y memoria. Ademas, debido a que la
capacidad de respuesta de las NPCs ante un estimulo es muy diferente dependiendo de su
procedencia, nos resultd interesante estudiar el efecto de las citoquinas sobre esta
poblacion celular adulta. Nuestros resultados contribuyen a una mejor comprension de los
mecanismos involucrados en la modulacién de los procesos de proliferacion vy
diferenciacion de las NPCs adultas. Estos conocimientos podrian aportar nuevas
herramientas para el disefio de terapias eficaces para el tratamiento de patologias con

déficit cognitivo.
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