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RESUMEN:

Deleted in Breast Cancer 1 (DBC1) es una proteina ubicua cuya
relevancia funcional ha permanecido practicamente desconocida hasta hace
pocos afos, cuando emergid como un regulador relevante de SIRT1, una
desacetilasa NAD dependiente. Esta ultima ha concitado gran interés debido a que
en roedores se ha descripto que modula la ansiedad, participa en la consolidacion
de la memoria y es capaz de regular el comportamiento exploratorio. También es
relevante debido a que se ha observado un efecto protector contra el desarrollo de
diversas patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o
Alzheimer. Por otra parte, animales KO para SIRT1 han mostrado pobres
rendimientos en multiplicidad de tests que evalGan distintos tipos de memoria ya
sea espacial, ejecutiva o asociativa, lo cual se asocia a un deterioro de las
capacidades cognitivas, en particular aprendizaje espacial y memoria.

DBC1 es especialmente abundante en el hipocampo. Esta region es
particularmente interesante debido a su rol en la consolidacién de la memoria,
proceso que depende de basicamente dos procesos: la plasticidad sinaptica y la
neurogénesis. Ademas, existen reportes recientes que asocian directamente la
mutacion de DBC1 en homocigosis con problemas congénitos del desarrollo del
sistema nervioso y disfunciones cognitivas en seres humanos. Teniendo en cuenta
estos aspectos propios a DBC1 y aquellos vinculados a SIRT1 (de la cual, al ser
DBC1 su principal modulador negativo podria estar involucrada en mayor o0 menor
medida) se sugiere que DBC1 desempefie un rol relevante en la fisiologia del
sistema nervioso central vinculado a la neurogénesis, diferenciacion neuronal o
ambos procesos.

En el presente trabajo se logré determinar que existen variantes en la
expresion de DBC1 de acuerdo con la edad, teniendo una curva de expresion
coincidente con la actividad neurogénica a lo largo de la vida. Se observé que los
animales adultos KO para DBC1 presentan una menor expresion de diferentes
marcadores de proliferacion celular y de diferenciacion neuronal (Ki67 vy
doblecortina) a nivel del giro dentado del hipocampo. Finalmente, se logro
encontrar alteraciones a nivel morfolégico en el giro dentado del hipocampo,
caracterizado por una menor dimension en el eje longitudinal antero-posterior. En
su conjunto, estos datos sugieren que DBC1 cumpliria un rol relevante como
mecanismo de regulacion de la neurogénesis y/o diferenciacion neuronal en el
cerebro adulto



SUMMARY:

Deleted in Breast Cancer 1 (DBC1) is an ubiquitous protein whose
functional relevance has remained virtually unknown until a few years ago, when it
emerged as a relevant regulator of SIRT1, a NAD-dependent deacetylase. The
latter has attracted great interest because in rodents it has been described that it
modulates anxiety, participates during memory consolidation and in regulating
exploratory behavior. It is also important because a positive effect has been
observed as a protector against the development of various neurodegenerative
pathologies such as Parkinson's or Alzheimer's disease. On the other hand, KO
animals for SIRT1 have shown poor performance in multiplicity of tests that
evaluate different types of memory, whether spatial, executive or associative,
which is associated with a deterioration in cognitive abilities, spatial learning and
memory.

DBC1 is especially abundant in the hippocampus. This region is
particularly interesting due to its role in memory consolidation, a process that
depends on basically two processes: synaptic plasticity and neurogenesis.
Furthermore, there are recent reports that directly associate the homozygous
DBC1 mutation with congenital problems of the development of the nervous
system and cognitive dysfunctions in humans. Taking into account these aspects
of DBC1 and those related to SIRT1, of which, being its main negative modulator, it
could be involved to a greater or lesser extent, it is suggested that DBC1 plays a
relevant role in the physiology of the central nervous system linked to
neurogenesis, neuronal differentiation or both processes.

In the present study, it was possible to determine that there are variants
in the expression of DBC1 according to age, having an expression curve coincident
with the neurogenic activity throughout life. On the other hand, it was observed that
the KO animals for DBC1 present a lower expression of different markers of
neurogenesis and / or neuronal differentiation (Ki67 and doublecortin) at the level
of the dentate gyrus of the hippocampus. Finally, it was possible to find alterations
at the morphological level in the dentate gyrus of the hippocampus, presenting a
smaller dimension in the anteroposterior longitudinal axis, suggesting that DBC1
work as a mechanism for regulating neurogenesis and neuronal differentiation in
the adult brain



INTRODUCCION:

Se denomina neurogénesis al proceso por el cual se generan nuevas
neuronas a partir de células madre y/o células progenitoras (Altman y Das, 1965).

La neurogénesis ocurre durante la embriogénesis de todos los animales y
es responsable de producir todas las neuronas del organismo. Antes que se
produzca la neurogénesis, las células madre neurales se multiplican hasta
alcanzar el nimero correcto de células progenitoras. El proceso de neurogénesis
requiere una division celular asimétrica de la célula madre neural progenitora que
producird neuronas hijas que no se dividiran de nuevo. Si bien la neurogénesis se
encuentra mas activa durante el desarrollo prenatal, se ha demostrado que
contindan existiendo dos zonas del cerebro adulto de mamiferos con precursores
neuronales que eventualmente pueden desarrollar el proceso de neurogénesis: la
zona subgranular del giro dentado del hipocampo (Altman, 1969) y la zona
subventricular de los ventriculos laterales (Fabel y Kempermann, 2008). Teniendo
la particularidad que los precursores neuronales presentes en la zona
subventricular de los ventriculos laterales dan origen a neuroblastos que migran
hacia el bulbo olfatorio donde terminan de desarrollarse. A este proceso se le
conoce como neurogénesis adulta.

Por otro lado, la proteina DBC1 ha sido descripta en forma relativamente
reciente, no teniendo adjudicadas funciones claras aun (Kim, Chen y Lou, 2008;
Zhao, Kruse et al., 2008). En un principio fue propuesta como ausente en algunos
tipos de cancer de mama (Hamaguchi et al., 2002), sin embargo hasta el dia de
hoy no hay evidencia de que esté relacionada de alguna forma con la
tumorogénesis. Actualmente DBC1 se propone como un regulador metabdlico en
el higado, el tejido adiposo y también involucrado en la apoptosis (Chini, Chini, Nin
y Escande, 2013). A nivel molecular, se ha propuesto que DBC1 es capaz de
regular la actividad de una desacetilasa dependiente de NAD conocida como
SIRT1 (Escande et al., 2010). Esta proteina despertd gran interés en los ultimos
afos debido a que su activacibn estd directamente relacionada a la menor
prevalencia de enfermedades cronicas de base inflamatoria (diabetes, obesidad,
etc.), cancer y como consecuencia mayor longevidad (Libert et al., 2011). SIRT1
también ha sido asociada a funciones en el sistema nervioso central, tales como la
modulacién de la ansiedad, la memoria, el aprendizaje y la proteccion contra
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Corpas et al., 2016). La
funcién de DBC1 en el sistema nervioso central es presumiblemente relevante ya
que esta proteina se encuentra sumamente expresada en el cerebro y en
particular en el giro dentado del hipocampo adulto, aunque no todas las neuronas
del mismo la parecen expresar de la misma forma (Varela, 2016). Por otro lado, en
el sistema nervioso periférico (SNP) se ha determinado que DBC1 produce
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proteccion contra la degeneracion Walleriana; al DBC1 ser capaz de regular la
actividad de SIRT1, ambas proteinas podrian tener un rol relevante en la fisiologia
del SNP (Calliari, Bobba, Escande y Chini, 2014).

La expresion de DBC1 esta fuertemente asociada al ciclo celular y su
ausencia interfiere con esta funcién. Utilizando cultivos celulares primarios o de
lineas no tumorales (MEFs, NIH-3t3, IMR90), se ha observado una modificacion
post traduccional caracterizada por protedlisis regulada del extremo amino de
DBC1; Cuando las células se encuentran mayormente quiescentes ya sea por
confluencia o por deprivacion de suero en el medio de cultivo, predomina la forma
clivada. Durante la proliferacion activa, predomina la forma completa de la proteina
(Santos et al., 2019; Colman et al., 2020). El mapeo del sitio de corte sugiere que
como consecuencia, DBC1 pierde su capacidad de regular algunas de sus
proteinas dianas, particularmente interesante resulta que deja de unir y regular
SIRT1 (Santos et al., 2019).

En base a lo anterior surgen diversas interrogantes, entre las cuales saber
si DBC1 es capaz de regular la actividad neurogénica en el giro dentado del
hipocampo, es el motivo del presente trabajo. Nuestra hipotesis de trabajo es que
si lo hace, por lo que intentaremos demostrar que: a) La expresién local de DBC1
varia segun la edad (vinculado a los momentos de mayor 0 menor neurogéenesis);
b) que la neurogénesis y/o la diferenciacion neuronal se vera afectada en los
animales KO para DBC1; c) lo anterior generara a su vez, alteraciones
estructurales del giro dentado.
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REVISION BIBLIOGRAFICA:

Aspectos relevantes de la estructura vy funcion del Sistema Nervioso:

El sistema nervioso es una compleja red de células que interactian entre
ellas y con el entorno permitiendo al organismo relacionarse con el ambiente y
regular su medio interno (Ludwing, Reddy y Varacallo, 2017). En los organismos
mas sencillos la célula receptora y la efectora estan comunicadas directamente
(Pantin, 1956), pero en los animales superiores en la mayoria de los casos la
célula receptora se encuentra a distancia de la efectora comunicandose a través
de una serie de interneuronas (Mackie, 1990). Para cumplir sus funciones,
ademas de las células gliales, el sistema nervioso cuenta con tres grandes tipos
neuronales: las sensoriales, las motoras y las interneuronas. Estas Ultimas se
encargan de formar un sistema complejo de interacciones que permiten el correcto
funcionamiento y coordinacion entre lo sensorial y lo motor (Kepecs y Fishell,
2014). Las sensoriales se encargan de la deteccion, reconocimiento y
procesamiento de los diferentes tipos de estimulos, mientras que las motoras se
encargan de proveer el control de los diferentes tipos de tejidos musculares, ya
sea esquelético, cardiaco o liso, asi como también controlar la secrecion glandular
(Purves et al., 2008). Cualquier cambio en el ambiente producira un estimulo,
dicho estimulo sera reconocido por un receptor que desencadenara una serie de
eventos que culminaran con una respuesta acorde.

Existen diversas formas de subdividir al sistema nervioso pero
probablemente la principal y mas clasica es en sistema nervioso central (SNC) y
sistema nervioso periférico (SNP). En los mamiferos, el SNC esta conformado por
el encéfalo y la médula espinal (figura 1). Ambos componentes se encuentran
recubiertos por tres membranas de tejido conjuntivo (duramadre, aracnoides y
piamadre) llamadas colectivamente meninges, entre las cuales discurre liquido
cefalorraquideo con funciéon de proteccion y amortiguacién del encéfalo o la
médula espinal (Greenberg, Lane, Cinnamon, Farmer y Hyman, 1994).
Exteriormente, el SNC se encuentra protegido por estructuras 6seas como son el
craneo y el canal medular (Konig y Liebich, 2005).

Las funciones sensoriales del SNC tienen como participante indispensable
a todos los nervios sensoriales que se encuentran en los diferentes tejidos del
organismo. Existen diferentes tipos de sensibilidades si bien todas tienen en
comun percibir estimulos y procesarlos para dar una respuesta acorde. La
sensibilidad puede ser propioceptiva en donde lo que se percibe es la posicion del
cuerpo, exteroceptiva cuando la informacién que se percibe proviene del mundo
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exterior (ejemplo: estimulos captados por los oOrganos de los sentidos) o
vegetativa/visceral cuando los estimulos vienen desde visceras o0 vasos
sanguineos. Es a partir de la recepcion y procesamiento de parte de la informacién
sensorial que un individuo, independientemente de la especie, haciendo uso de
procesos cognitivos mas complejos como la memoria y el aprendizaje puede
evaluar su entorno, adaptarse a él y eventualmente predecir cambios en el mismo.

Por su parte, las funciones motoras consisten resumidamente en
coordinar distintas secuencias de movimientos que surgen como respuesta a
previos estimulos sensoriales. Se pueden clasificar en motricidad somatica cuando
se habla de procesos que involucran movimiento de tejido muscular estriado
pudiendo en general ser regulado de forma voluntaria por el individuo. Por otro
lado también se puede distinguir a la motricidad visceral en referencia al tejido
muscular liso siendo éste incapaz de ser regulado por la voluntad.

Fig.1: Representacion esquemética de un sistema nervioso central humano, especificando sus
componentes principales. Imagen tomada de Purves et al., 2008.

El encéfalo es considerado como el 6rgano superior de integracion,
coordinacién y regulacién de la actividad nerviosa a todo nivel. Por definicion,
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constituye la masa nerviosa delimitada por el craneo e incluye el cerebro, el
cerebelo y el tronco encefalico (figura 2). Por otro lado, se lo puede clasificar
segun criterios vinculados a la ontogénesis y filogénesis. Durante el desarrollo
fetal se van formando de la siguiente forma, dos grandes estructuras denominadas
rombencéfalo y prosencéfalo. Dentro del rombencéfalo se puede subdividir en:
mielencéfalo, metencéfalo, mesencéfalo. Mientras que el prosencéfalo se
subdivide en: diencéfalo y telencéfalo.

Telencéfolo
Diencéfalo
BN Mesencélolo
BN Metencéfalo
B Mielencéfalo
i Sistema ventriculor

B Médulo espinal . Cerebro

R N~ Cuerpo calloso
> N \ ANy | y Epifisis
Cerebelo A \ " i X
B =4 Adherencia
Plexos coroideos del cuorto ) P = 7 1n’81'0‘(l"\'|(ﬂ
ventriculo (IV) / /
: 4
= 4 y
% h A’-—Y £ Bulbo olfatorio
. = W= AW
Médula oblongada < ) e

Puente Hipéhisis

Fig. 2: Representacion esquematica del encéfalo equino mostrando las distintas porciones.
Explicacién en el texto. Imagen tomada de Konig y Liebich 2005.

El telencéfalo, también conocido como cerebro, es el mas relevante a los
efectos de esta tesis. EI mismo esta dividido en dos hemisferios, izquierdo y
derecho. Ambos hemisferios se encuentran comunicados entre si mediante el
cuerpo calloso, una estructura conformada basicamente por el entrecruzamiento
de fibras nerviosas provenientes de ambos lados. La superficie del cerebro
presenta circunvoluciones y surcos que cumplen la funcion basica de aumentar su
area. Clasicamente los anatomistas las han usado como referencias anatomicas o
limites mas o menos arbitrarios para describir distintas zonas de interés. Una de
las fisuras mas relevantes es la que delimita ambos hemisferios, llamada fisura
longitudinal. Tipicamente, cada hemisferio es subdividido en l6bulos en base a
accidentes topograficos; de esta forma es que se definen los 4 lI6bulos cerebrales:
I6bulo frontal, l6bulo parietal, l6bulo temporal y lobulo occipital. Si bien esta
division es util para desarrollar conceptos funcionales de forma mas sencilla y
localizada, el criterio es basicamente topografico ya que dentro de cada uno de
ellos se encuentran distintas zonas con particularidades histologicas y funcionales
determinadas que en muchas ocasiones exceden sus limites. De hecho, el nivel
de intercomunicacién entre los mismos es tal que ninguno de ellos actua de forma
independiente, sino que son parte de un Unico érgano que los involucra a todos.
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El I16bulo frontal, como su nombre indica, se encuentra en las regiones
anteriores del cerebro estando delimitado a posterior por la cisura de Rolando y a
ventral por la cisura de Silvio (Stuss y Knight, 2013). Las funciones en las que se
encuentra implicado se pueden resumir en: ser el origen de los movimientos de las
extremidades debido a su gran proporcidén de areas motoras que dan origen a las
vias piramidales (Hoffmann, 2013); por otro lado se lo puede vincular a los
distintos comportamientos sociales y sexuales (Baird, Wilson, Bladin, Saling y
Reutens, 2007); también se encuentra asociado, particularmente en animales
superiores, a razonamientos y elaboracién de estrategias para la resolucion de
problemas (Collins y Koechlin, 2012). El I6bulo parietal se encuentra a posterior
del lI6bulo frontal proyectandose desde la cisura de Rolando, a dorsal de la cisura
de Silvio hasta la cisura occipital. Alli se encuentra la mayor parte de las cortezas
sensoriales responsables de procesar la informacion proveniente de la piel
vinculados a la temperatura, dolor y tacto en general (Sathian, 2016); también se
asocia a la toma de decisiones y conciencia espacial. Continuando, podemos
describir al I6bulo occipital que se encuentra en toda la zona a posterior de la
cisura occipital. Su funcion principal esta asociada a la recepcidén y procesamiento
de la informacion visual, pues alli se ubica la corteza visual primaria cuya
aferencia principal es la informacién proveniente del campo visual (Kanwisher,
McDermott y Chun, 1997). Por ultimo, el I6bulo temporal se localiza a ventral de la
cisura de Silvio desde el extremo frontal hasta la cisura occipital. Alli esta
contenida la corteza entorrinal y la formacion hipocampal, ambas relacionadas con
la recepcion y el procesamiento de la informacion proveniente de los estimulos
medioambientales y también interna (Kaas y Hackett, 1999); también asociada a la
formacion de memorias (Scoville y Milner, 1957). Por altimo, mas ventralmente se
localiza la amigdala, responsable de las vias asociadas al procesamiento de
reacciones vinculadas con la respuesta de ansiedad, furia o placer (Kiernan,
2012).
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Fig. 3: Representacion grafica de un telencéfalo tipo, regiones coloreadas mostrando la subdivision
en I6bulos cerebrales. Explicacion en el texto. Imagen tomada de Purves et al., 2008.

Células caracteristicas del Sistema Nervioso: glias y neuronas

Las células neurogliales, células gliales o simplemente glia son diferentes
formas de nombrar a células cuya principal particularidad es que no participan
directamente en las sinapsis y/o la sefalizacidén eléctrica, sino brindan funciones
troficas y de apoyo a las neuronas para realizar una correcta sinapsis. En
proporcion, las células gliales se encuentran superando a las neuronas en niamero
por tres (Purves et al., 2008). Al igual que las neuronas, tienen origen ectodérmico
y su diferenciacibn en los correspondientes linajes es temprana durante el
desarrollo embrionario.

La palabra glia, es original del griego y significa “pegamento”, esto refleja
la presuncion del siglo XIX de que estas células mantenian unido el sistema
nervioso de alguna manera. La palabra se mantiene a pesar de que no se ha
podido demostrar que unir las células nerviosas sea una de sus funciones. Las
funciones gliales que estan bien establecidas incluyen el formar la mielina que
recubre los axones y contribuir asi a mantener el medio iénico de las células
nerviosas y modular la velocidad de propagacién de la sefal nerviosa, actuar
como soporte tréfico para las neuronas, modular la accion sinaptica controlando la
captacion de neurotransmisores en o cerca de la hendidura sinaptica y ayudar a la
recuperacion de una lesion neural (Kettenmann y Ransom, 2005). Hay dos tipos
principales de células gliales en el sistema nervioso central: astrocitos y
oligodendrocitos.
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Los astrocitos se ubican exclusivamente en el cerebro y la médula espinal,
tienen prolongaciones multiples que dan a estas células una apariencia de estrella
(figura 4A). Una funcion importante de los astrocitos es mantener, de diversas
formas, un entorno quimico apropiado para la sefalizacién neuronal (Kettenmann
y Ransom, 2005).

Los oligodendrocitos tienen como principal funciéon la formacion de la
mielina de los axones. La mielina esta constituida principalmente por la membrana
plasmética y pequefias cantidades de citoplasma del oligodendrocito que rodea y
envuelve en sucesivas capas el axon neuronal siendo una prolongacion del
oligodendrocito (figura 4B). Por esta razon es de naturaleza aislante de la corriente
i6nica y por eso genera profundos efectos sobre la excitabilidad neuronal y la
velocidad de transmision de sefiales eléctricas por los axones. En el sistema
nervioso periférico, las células que elaboran la mielina se denominan células de
Schwann (Noble, Murray, Stroobant, Waterfield y Riddle, 1988).

oligodendrocyte

Figura 4. Glias del Sistema Nervioso. A; Astrocitos cultivados in vitro recrean en gran
medida la morfologia que poseen en el tejido. Nétese la disposicion expandida y
estrellada de su citoplasma evidenciado por la presencia de la proteina glial fibrilar 4cida
(GFAP) marcada en verde. En azul, se marca el ADN nuclear. © Lonza Laboratories,
Basel, Switzerland.; B (arriba); Oligodendrocito creciendo in vitro con su citoplasma
explayado y expresando la proteina basica de la mielina (MBP), en verde. Su morfologia
in vitro es muy diferente a la observada in vivo (abajo), donde su citoplasma forma la
mielina en mas de un axdn simultaneamente. Barra 50micras. Imagen tomada de Ding et
al., 2020

Las neuronas y las células gliales comparten los mismos organelos con
todas las células. En las neuronas, sin embargo, estos organelos se distribuyen de
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forma diferente segun las distintas regiones de la célula. Ademas de la distribucion
de organelos, las neuronas y las células gliales son diferentes entre si y al mismo
tiempo diferentes de otras células en los genes que expresan. Esto es muy
evidente, por ejemplo en las proteinas que constituyen el citoesqueleto. Ademas,
aunque muchas de estas proteinas, tales como actina, tubulina y miosina se
encuentran en otras células, su organizacion particular en las neuronas es
fundamental para la funcidén de los procesos neuronales y las uniones sinapticas.
Por ejemplo, los microtubulos de las neuronas dirigen el crecimiento de axones y
dendritas ademas de regular los procesos activos de exocitosis y endocitosis
vinculados a la comunicacién sinaptica.

En una neurona se pueden distinguir tres grandes territorios diferenciados
estructural, funcional y bioguimicamente: soma, axon y dendritas (figura 5). El
soma es la region de la neurona que contiene el nucleo celular. EI soma de una
neurona contiene multiples organelos, particularmente cuenta con la presencia de
los llamados granulos de Nissl, que se componen principalmente de reticulo
endoplasmico rugoso y polirribosomas libres (Major y Tank, 2004). Existen dos
caracteristicas principales del soma: ser el lugar donde se originan tanto las
dendritas como el axoén; por otra parte, es a nivel del soma (en conjunto con las
regiones postsinapticas dendriticas y el resto del arbol dendritico) donde ocurre la
integracion de diversas sefiales provenientes de sinapsis inhibitorias o excitatorias
que pueden regular la actividad celular. Particularmente, es en el soma donde se
da la integracién de sefales del tipo eléctrico.

Las dendritas son proyecciones multiples y cortas que en general se
inician en el soma neuronal (Ramon y Cajal, 1933) siendo la principal entrada de
las sefiales sinapticas desde otras neuronas (Baer y Rinzel, 1991). Las neuronas
tienen una cantidad muy variable de dendritas, pueden tener desde una pequeia
cantidad o incluso algunas carecer por completo de ellas como por ejemplo las
células neurosecretoras, las neuronas pseudounipolares, las unipolares de
invertebrados o las bipolares de la retina de vertebrados, hasta neuronas con
arborizaciones dendriticas muy complejas (Cherniak, Changizi y Kang, 1999). Un
caso paradigmatico de este ultimo tipo neuronal son las células de Purkinje del
cerebelo. EI nimero de entradas que recibe una neurona particular depende de la
complejidad de su eje dendritico y de hecho, las células nerviosas que carecen de
dendritas son inervadas por solo una o unas pocas células nerviosas; aquellas con
un arbol dendritico mas elaborado, son inervadas por un niumero mayor de otras
neuronas (Cherniak et al., 1999). Las espinas dendriticas del hipocampo muestran
la particularidad de tener importante plasticidad estructural y funcional, dicha
plasticidad actia como base de los cambios fisiolégicos que subyacen al
aprendizaje y la memoria. La estructura de las dendritas estd regulada por
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mecanismos moleculares y pueden cambiar su morfologia de acuerdo al nivel de
la actividad sinaptica. Las dendritas cuentan con un citoesqueleto compuesto,
entre otras, por actina monomérica (G-actina) y filamentosa (F-actina) presentes
en las espinas en sus regiones mas alejadas. Mientras que en regiones mas
proximales al soma consisten principalmente en una red de actina F (Hotulainen y
Hoogenraad, 2010). La composicion en las regiones mas externas (espinas)
parece ser dinamica vinculandola a mecanismos que alteran la morfologia
dendritica mientras que en las regiones mas proximas al soma se encuentran
poblaciones mas estables con funciones de dar soporte a la estructura (Honkura,
Matsuzaki, Noguchi, Ellis-Davis y Kasai, 2008). Fisioldgicamente una de las
funciones més relevantes del citoesqueleto de actina en las espinas dendriticas
maduras es modular la estructura de la misma en respuesta a la sefializacién
postsindptica (Star, Kwiatkowski y Murthy, 2002). Ademas, contribuye a la
estructura general de las sinapsis (Sheng y Hoogenraad, 2007), estabilizando los
receptores postsinapticos y localizando la maquinaria de traduccion (Hotulainen y
Hoogenraad, 2010).

El ax6n es una extension Unica del soma neuronal que varia en su
longitud segun el tipo de neurona y el tamafio de la especie (Ramon y Cajal,
1933). Existen neuronas con axones muy cortos e incluso algunas no tienen
axones en absoluto, mientras que los axones de algunas neuronas se extienden a
objetivos muy distantes (Stuart, Spruston, Sakman y Hausser, 1997). Los axones
relativamente cortos son una caracteristica de las neuronas o interneuronas de
circuitos locales en todo el cerebro pero por lo contrario los axones de gran
longitud se relacionan con neuronas de proyeccion (Segev y Schneidman, 1999).
Un ejemplo tipico son las motoneuronas del asta ventral de la medula, cuyos
axones pueden superar el metro de longitud en animales de gran talla. Una
caracteristica distintiva axonal es el evento eléctrico mediante el cual, se
transportan sefales a través del axon y que se denomina potencial de accion; se
trata de una onda de actividad eléctrica que se propaga desde su punto de
iniciacion en el llamado cono de arranque del axon (figura 5), hasta la terminal
axonal donde esa sefial eléctrica se transformara en sefial quimica (Debanne,
2004). En efecto, el proceso que permite a una neurona transmitir su sefial a otra
célula excitable (neurona o miocito), se llama sinapsis. Este mecanismo puede ser
eléctrico o quimico (Elias y Saucier, 2006). De acuerdo a esto, las sinapsis se
clasifican en sinapsis quimicas y sinapsis eléctricas.
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Fig. 5: Representacion de una neurona motora y fibra nerviosa periférica con placa motora terminal
en célula de musculo esquelético. Imagen tomada de Konig y Liebich 2005.

Las sinapsis eléctricas son la minoria de las sinapsis que se dan en el
sistema nervioso de los mamiferos, pero son muy comunes en peces Yy
vertebrados anamniotas. Estas poseen importantes diferencias estructurales y
funcionales con respecto a las sinapsis quimicas (Kandel, Schwartz y Jessel,
2000). En las eléctricas el medio intracelular de las neuronas pre y post sindptica
estan conectados por medio de estructuras proteicas macromoleculares que
forman canales transmembrana denominadas conexones. Estas estructuras
permiten que el potencial eléctrico entre neuronas sea transportado notoriamente
mas rapido que en las sinapsis quimicas (Bennet y Zukin, 2004). A nivel de los
conexones no se verifica el conocido retardo sinaptico, que si ocurre en las
sinapsis quimicas debido al tiempo de liberacion y difusion del neurotransmisor y
su recepcidon en el elemento postsinaptico y la cascada de sefalizacion
postsinaptica. Por otra parte, los conexones también permiten el intercambio
bidireccional de moléculas tales como ATP y otros segundos mensajeros,
condicion inexistente en las sinapsis quimicas (Bennet, Aljure, Nakajima y Pappas,
1963).

Por su parte, en la sinapsis quimica la comunicacion se da a través de
sustancias quimicas liberadas por el componente presinaptico conocidas como
neurotransmisores (Katz, 1967). El proceso que ocurre durante la sinapsis quimica
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comienza con un potencial de accion que viaja a lo largo de un axén (Hodgkin y
Huxley, 1952). Este potencial de accion es generado debido al transporte a través
de la membrana celular de iones de sodio que pasan desde el ambiente
extracelular al interior citoplasmatico, seguidos de un desplazamiento de iones de
potasio en el sentido inverso (Hodgkin y Huxley, 1952). Cuando estos potenciales
de accion alcanzan el terminal sinaptico, estimulan la apertura de canales de
calcio y dicho calcio a su vez producira la liberacion de los neurotransmisores
correspondientes que se encuentran dentro de las vesiculas sinapticas (Katz,
1967). El proceso de liberacion mencionado ocurre por exocitosis, permitiendo la
liberacién del neurotransmisor a la hendidura sinaptica donde difunde a través de
este espacio llegando hasta el componente post sinaptico. Una vez arribado al
elemento postsinaptico y dependiendo de su naturaleza quimica y del tipo de
receptores presentes en el elemento post sinptico, el neurotransmisor puede
generar un efecto excitatorio o inhibitorio sobre la neurona pos sinaptica. Por
altimo, luego de producido el efecto es necesario eliminar el neurotransmisor para
evitar que continde su accion mediante tres posibles mecanismos: degradacion
enzimatica, recaptacion y difusion a través del espacio intercelular
(Vandenbranden et al., 1996).

a Chemical synapse b Electrical synapse

[ |
| N:,::::::m. | A
Ca’'—q ! J l ".

!:‘\nion
potential

o
3 Y )
Presynaptic )& Y

terminal _. ALY \ege
- .';'-:g ISynaptic
X
e vesicle

}

AR

{ Gap junction

& | hannel
o ot— Neurotransmitter |\ ¢ o

=3 ;| or
i wﬁh m W\ﬁ Nl
Mrml brane (_,prv /
| »otential lexpression Coupling
/ polentlal
/ |

Biochemical
cascades |

[(u||
terminal

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 6. Sinapsis eléctricas y quimicas. lzquierda; sinapsis quimica caracterizada por la
comunicacion intercelular en base a la exocitosis de neurotransmisores que se liberan a la
hendidura sinaptica y terminan impactando sobre receptores post sinapticos. El estimulo de estos
receptores puede generar varias consecuencias, entre ellas y como se indica, regenerar el
potencial de accion. Derecha; sinapsis eléctrica. Alli, el flujo de iones producto del potencial de
accion, pasa directamente a la célula post sinaptica a través de canales i6nicos comunes a ambas
membranas (conexones). Las flechas indican la direccion de la corriente. Notese que las sinapsis
eléctricas pueden ser bidireccionales. Imagen tomada de Pereda, A., 2014.
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Funcionalmente las sinapsis quimicas se pueden subdividir en dos tipos
segun el efecto que produzcan: sinapsis excitadoras y sinapsis inhibidoras. Las
sinapsis excitadoras 0 excitatorias son aquellas en las cuales los
neurotransmisores implicados provocan una despolarizacion local en la membrana
de la célula postsinaptica facilitando la generacion posterior de impulsos eléctricos
denominados potenciales de accion; esto ocurre debido a que el neurotransmisor
excitatorio estimula el ingreso del ion sodio en el elemento postsinaptico (Favuzzi
y Rico, 2018). En estos casos, el sodio puede ingresar por dos mecanismos: a
partir de receptores inotropicos en donde el neurotransmisor estimula su apertura;
0 a partir de canales metabotropicos en donde el neurotransmisor estimula la
produccion de un segundo mensajero el cual serd responsable de la apertura de
los canales de sodio (Kirischuk, Kettenmann y Verkhratsky, 2007). Por otra parte,
las sinapsis inhibidoras o inhibitorias son aquellas en donde el neurotransmisor
genera una hiperpolarizacion del potencial de membrana alejandolo del valor
umbral de despolarizacion. Para generar esto lo que ocurre es el ingreso del ion
cloro a la post sinapsis a través de canales especificos que se abren en respuesta
al neurotransmisor liberado en las vesiculas sinapticas (Favuzzi y Rico, 2018).

El circuito hipocampo-entorrinal. Procesamiento primario de la informacion
aferente:

El hipocampo es una region bilateral y relativamente grande presente en
el I6bulo temporal del cerebro, estando compuesta por diversas subregiones con
caracteristicas propias en lo morfoldgico y en lo funcional: el Cornu ammonis y el
giro dentado, estando ambas partes separadas por la que podriamos considerar la
tercera, el subiculo del hipocampo. Algunos anatomistas también lo dividen en
hipocampo propiamente dicho (referido al Cornu ammonis, CA), el giro dentado
(DG), el subiculo y la corteza entorrinal (CE). Sin importar la forma en la que se
prefiera clasificarlo, cuando se quiere hacer mencién a todo el conjunto se le
denomina Formacion hipocampal. Clasicamente segun la histologia, el Cornu
ammonis se divide en CAl, CA2 y CA3. CA2 es un area pequefia, sin limites
claros ni un patron histolégico propio, por lo que incluso la mayoria de los
anatomistas e investigadores actuales ni siquiera la consideran en sus divisiones
(Tzakis y Holahan, 2019). Justo enfrente de CA1l, se encuentra el subiculo que
conecta el hipocampo con la corteza entorrinal (figura 7).

En lo funcional, el hipocampo se ve asociado principalmente con la
memoria y el comportamiento (Bartsch, Dérhing, Rohr, Jansen y Deuschel, 2011).
Los primeros estudios ya demostraban que los animales con lesiones en su
hipocampo desarrollaban amnesia y la imposibilidad para generar nuevos
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recuerdos (Scoville y Milner, 1957); mas recientemente se ha demostrado que
este tipo de lesiones impactan en la habilidad de los roedores para aprender
(Phillips y LeDoux, 1992) y en la memoria espacial (Morris, Garrud, Rawlins y
O’Keefe, 1982). Relacionado al comportamiento se ha demostrado que el
hipocampo tiene un rol clave en la regulacion relacionada al “humor” y comparte
un circuito de sefalizacion con la amigdala, que es el nucleo nervioso
primariamente relacionado con lo emotivo. Estudios en humanos han podido
demostrar que pacientes con historiales depresivos presentan alteraciones en su
hipocampo (Sheline, Wang, Gado, Csernansky y Vannier, 1996) y que los
tratamientos con antidepresivos también logran modificarlo (Frodl et al., 2008).

Figura 7: Corte coronal de cerebro murino tefiido con Nissl, donde se aprecia la relacion
topogréfica de los diferentes elementos del hipocampo (CA1l, CA3 y DG) en relacién a la corteza
entorrinal (EC), delimitada por linea de trazos. Barra:1mm Imagen tomada de Franklin y Paxinos,
2008.

Existe un circuito interno al propio hipocampo que comunica sus diferentes
sectores entre si y con las regiones mas directamente involucradas en su funcién:

a) Corteza entorrinal: Esta regidén conecta e integra informacién sensorial aferente
primaria proveniente de diferentes regiones de la neocorteza. Se considera que
procesa informacién basicamente relacionada a la formacion de memoria, la
navegacion y la percepcion del tiempo. Es considerada la principal interface entre
el resto de la corteza y el hipocampo. Se ha observado que la entrada de la
corteza entorrinal al giro dentado a través de la via perforante (figura 8), juega un
papel importante en el reconocimiento de patrones y la codificacion de recuerdos
(Witter, Gronewegen, Lopes Da Silva y Lohman, 1989).
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b) Via perforante: los axones presentes en la via perforante surgen en las capas Il
y lll de la corteza entorrinal con poca contribucion de las capas més profundas IV
y V. Los axones de las capas Il y IV se proyectan a las células granulares del giro
dentado y piramidales de CA3, mientras que las de las capas Il y IV se proyectan
a células piramidales de CA1l (Van Hoesen y Pandya, 1975). Es importante
destacar que la recuperacion de informacion se logra mediante la entrada de la
corteza entorrinal a CA3 a través de la capa lll de la via perforante (Murray y
Mishkin, 1983). Una via distinta también va desde la corteza entorrinal a través de
la capa Il de la via perforante hasta las neuronas CA1l (Van Hoesen y Pandya,
1975). Las células piramidales de CAl envian sus axones al subiculo y capas
profundas de la corteza entorrinal mientras que las neuronas subiculares envian
sus axones principalmente a la corteza entorrinal (Soltesz y Losonczy, 2018).

c) Colaterales de Schaffer: son ramas colaterales de axones emitidos por las
células CA3 del hipocampo y se proyectan a la region CA1 (Schaffer, 1892). Estas
estructuras cumplen un papel importante en la formacion de la memoria y por otra
parte, la conduccién en estos circuitos es excitadora estando implicadas en la
plasticidad neuronal (Tsien, Huerta y Tonegawa, 1996).

d) La region Baso-lateral de la amigdala y el hipocampo exhiben actividad eléctrica
conjunta durante el desarrollo de comportamientos relacionados a los estados de
ansiedad. De hecho la actividad a nivel de amigdala afecta la plasticidad y
funcionalidad del hipocampo. A propésito, mediante el uso de trazadores
retrogrados, se ha descripto una via monosinaptica que une el nucleo basolateral
con CAL, la mayor via eferente hipocampal (Yang y Wang, 2017).

e) El otro componente del hipocampo es el Giro Dentado, se trata de una regién
de la formacién hipocampal que se encuentra separada anatomicamente del cornu
ammonis. Por su particular importancia se desarrollard mas en detalle a
continuacion.
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Fig. 8: Estructura del hipocampo. A; corte sagital de un cerebro murino donde se observa la region
hipocampal (flecha) en el contexto de todo el encéfalo; Allen, 2008. B; Representacion del eje
hipocampo-corteza entorrinal, mostrando sus diferentes zonas y vias de comunicacion entre ellas o
con otras zonas cerebrales. Imagen tomada de Araujo-Casagrande, M., 2017

Aspectos estructurales v funcionales relevantes del Giro dentado:

El giro dentado entendido como un todo tiene una estructura relativamente
similar a lo largo del eje antero-posterior del hipocampo y generalmente no se
divide en subregiones. Sin embargo, en cortes frontales tiende a tener mas forma
de “V” en los sectores anteriores y mas forma de “U” posteriormente a medida que
va posicionandose cada vez mas ventral. El giro dentado se puede dividir en tres
capas: molecular, granular y polimorfica. La primera de ellas desde el exterior al
interior, es una capa relativamente libre de células llamada capa molecular que
esta ocupada principalmente por las dendritas de las células granulares dentadas
gue componen la capa celular inmediatamente debajo de la molecular. Las otras
estructuras principales de la capa molecular son las fibras de la via perforante que
se originan en la corteza entorrinal y fibras de una variedad de entradas
extrinsecas que terminan alli (Forster, Zhao y Frotscher, 2006). Tambiéen hay una
pequeia cantidad de interneuronas que residen en la capa molecular. Un grupo de
ellas se localizan en lo profundo de la capa molecular, tienen un cuerpo celular
triangular y da lugar a un axén que llega hasta la capa molecular. Este tipos de
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neuronas tiene unas dendritas espinosas que permanecen principalmente dentro
de la capa molecular y se han denominado células MOPP por sus siglas en inglés,
célula asociada a la ruta perforante de la capa molecular (Li et al., 2013). Se ha
descrito un segundo tipo de neurona en la capa molecular que se denomina célula
axoaxonica (Soriano y Frotscher, 1989). Estas células generalmente se
encuentran inmediatamente adyacentes o incluso dentro de la porcion superficial
de la capa de células granulares. La célula axoaxodnica recibe su nombre por el
hecho de que su axon desciende de la capa molecular a la capa de células
granulares y luego termina en los segmentos iniciales del axon de las células
granulares. Dado que estas células son positivas para los marcadores de
neuronas GABAérgicas es probable que proporcionen un medio adicional de
control inhibitorio para las células granulares (Soriano y Frotscher, 1989).

Fig.9: Giro dentado de hipocampo murino sefialando su divisién en zonas. CP: Capa polimorfica.
CM: Capa molecular. CG: Capa granular. CSG: Capa subgranular. Barra: 100micras. Imagen
propia.

La siguiente capa a considerar es la capa de células granulares, siendo
esta la célula principal en cantidad (Seress y Pokorny, 1981). Se trata de una
neurona excitatoria glutamatérgica, con un cuerpo celular eliptico con un ancho de
aproximadamente 10 ym y una altura de 18 ym (Claiborne, Amaral y Cowan,
1990). Los cuerpos de las células granulares estan muy juntos y, en la mayoria de
los casos, no hay glias interpuestas entre ellas. Por otro lado dichas células tienen
un arbol dendritico muy caracteristico en forma de cono, con dendritas apicales
espinosas cuyas ramas se extienden a lo largo de la capa molecular y los
extremos distales del arbol dendritico terminan en el hilus o en la superficie
ventricular (Ramoén y Cajal, 1911). El numero de células granulares y su relacién

25



con las células piramidales CA3 varia a lo largo del eje antero-posterior siendo la
densidad de las células mayor en regiones anteriores que en regiones posteriores
(Gaarskjaer, 1978). Si bien la capa de células granulares estd formada
principalmente por células granulares, hay algunos otros tipos neuronales que se
encuentran en el limite de las capas granular y polimérfica, siendo esta zona
conocida como la zona subgranular. El cuerpo de las células en canasta (basket
cell), por ejemplo, a menudo se encuentra justo dentro de la capa de células
granulares en su borde con la capa polimorfica. La célula en canasta son
interneuronas GABAérgicas, paralbumina-positivas; constituyen el tipo de
interneurona inhibidora mas importante del giro dentado (Ribak y Seress, 1983).
Estas células se encuentran generalmente entre la capa de células granulares y el
hilus, teniendo cuerpos celulares de forma piramidal que son mas grandes (25 a
35 ym de diametro) que los de las células granulares (Claiborne et al., 1990). Las
células en canasta tienen una uUnica dendrita apical espinosa principal dirigida
hacia la capa molecular que se divide en varias ramas espinosas, y varias
dendritas basales que se dividen y se extienden hacia la capa de células
polimorficas (Ramoéon y Cajal, 1911). El nimero de células en canasta no es
constante a lo largo de las extensiones transversales del giro dentado (Seress y
Pokorny, 1981).

Por udltimo se encuentra la tercer capa, conocida como hilus o capa de
células polimérficas. Esta capa generalmente se la describe como la region
encerrada entre las dos capas de células granulares (CP en figura 9). Varios tipos
de células se encuentran alli, pero la mas relevante es la célula musgosa (Binder,
Hirokawa y Windhorst, 2009). Los cuerpos celulares de las células musgosas son
grandes (25 a 35 ym) y suelen tener forma triangular o multipolar. Teniendo tres o
mas dendritas gruesas que se originan en el cuerpo celular y se extienden a
grandes distancias, cada una de estas dendritas principales se bifurca una o dos
veces y generalmente da lugar a ramas laterales. (Ramén y Cajal, 1911). La
caracteristica mas distintiva de la célula musgosa es que todas sus dendritas
proximales estan cubiertas por espinas muy grandes y complejas, las llamadas
excrecencias espinosas (Amaral, 1978). El tercio interior de la capa molecular
recibe una proyeccion que se origina exclusivamente en las neuronas del hilus
(Laurberg y Sgrensen 1981). Dado que en la rata esta proyeccion se origina tanto
en el lado ipsilateral como en el contralateral del giro dentado, se la ha
denominado proyeccién asociativa / comisural. El hecho de que las células
musgosas sean positivas para el glutamato da nocion de que la proyeccion
asociativa / comisural es excitadora (Soriano y Frotscher, 1994). Las células
musgosas (mossy cells) inervan tanto las células granulares como las
interneuronas GABAeérgicas (Scharfman, 1995). Por otra parte, las células
musgosas son las receptoras de la inervacion masiva de las células granulares en
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su mismo nivel. Esto da a suponer que las células musgosas transmiten la salida
colectiva de las células granulares de un punto a otras células granulares ubicadas
en lugares distantes del giro dentado. Ademas de las células musgosas, hay
varias células fusiformes en la capa polimérfica. La principal diferencia entre los
tipos de células fusiformes es si tienen espinas o no y las formas/tamafos
caracteristicos de las espinas. Uno de los tipos, ha sido denominado célula HIPP
por sus siglas en inglés (célula asociada a la ruta perforante hiliar) teniendo como
caracteristica llamativa la distribuciéon de espinas largas y ramificadas sobre su
cuerpo celular y sus dendritas (Han, Buhl, Lorinczi y Somogyi, 1993). Estas células
también son presumiblemente inhibidoras de las células granulares. También hay
células multipolares o triangulares en la capa polimérfica con dendritas finas y
espinosas que se extienden tanto dentro del hilio como dentro de la capa
molecular. Los axones de estas células, llamadas HICAP por sus siglas en inglés
(células relacionadas con la via de asociacién de la comisura hiliar) se extienden a
través de la capa de células granulares y se ramifican en el tercio interno de la
capa molecular (Sik, Penttonen y Buzsaki, 1997).

Actividad neurogénica en el Giro dentado:

Se denomina neurogénesis al proceso por el cual se generan nuevas
neuronas a partir de células madre y/o células progenitoras (Altman y Das, 1965).
La neurogénesis ocurre principalmente durante el desarrollo embrionario, pero
también continda en ciertas regiones del cerebro durante toda la vida, incluso la
vida adulta de los individuos, indistintamente de la especie. Sin embargo, el nivel
de neurogénesis adulta disminuye significativamente a medida que se avanza en
la escala evolutiva (Kempermann, 2015). Esto se evidencia al observar que la
neurogénesis adulta en mamiferos esta restringida a tres zonas encefalicas como
son la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (Altman, 1969), la zona
subventricular de los ventriculos laterales y el bulbo olfatorio (Fabel y
Kempermann, 2008); mientras que los vertebrados no mamiferos muestran una
mayor frecuencia y dispersion de la actividad neurogénica adulta que implica a
varias regiones del encéfalo (Ganz y Brand, 2016). Si bien los estudios que
evallen las diferencias en la neurogénesis adulta en diferentes grupos de
animales son pocos, son conocidos algunos conceptos. Por ejemplo, una
caracteristica comun de los vertebrados no mamiferos como peces, anfibios y
reptiles es que ademas de una neurogénesis adulta generalizada, ocurre también
un importante crecimiento cerebral post-embrionario. Este fendbmeno ocurre en
menor medida en aves y mamiferos, por lo que es probable que la neurogénesis
adulta en peces, ranas y reptiles esté relacionada con el crecimiento coordinado
de los sistemas sensoriales y las correspondientes regiones sensoriales del
cerebro. Esto ha llevado a proponer que lo que ocurre en estos grupos animales
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es en esencia, la continuidad en la vida adulta de un proceso que comenzo
durante el desarrollo fetal. Este concepto, implica al mismo tiempo proponer que el
significado bioldgico del mismo fendmeno es diferente, segin se trate de peces,
reptiles y anfibios o se trate de aves y mamiferos. Mientras en los primeros es
parte de su desarrollo, en los segundos seria una respuesta adaptativa al
ambiente que lo proveen de nuevas herramientas para adaptarse, por ejemplo
generar y almacenar nueva informacion (Grandel y Brand, 2012). El caso de las
aves requeriria un analisis particular, pues tiene a su vez diferencias con los
mamiferos. Un caso paradigmatico es el vinculado al desarrollo del canto en
algunas especies de aves, el cual es dependiente del desarrollo de circuitos
especificos a tal fin. Cuando el desarrollo del canto estd asociado al
comportamiento reproductivo y por lo tanto a ciclos anuales, la generacion y
destruccion masiva de neuronas ocurre una estacion tras otra (Nottebohm, 2004).
En estos casos, podria especularse que la neurogénesis en esos animales opera
COmo un mecanismo transitorio para generar informacién (como memoria) que se
descarta cuando ya no sea necesaria (Grandel y Brand, 2012). Otra caracteristica
es que las neuronas se agregan principalmente al bulbo olfatorio en los mamiferos
orientados al olfato mientras que en aquellos donde lo visual es mas importante
como primates y aves, el bulbo olfatorio pierde importancia relativa.

Si bien en mamiferos, la neurogénesis adulta es menor a la presente en
otros grupos animales, se presume que este proceso sigue siendo de relevancia,
pues implica la generacion continua de nuevas neuronas que se van integrando a
redes ya existentes. En condiciones fisiologicas, la neurogénesis adulta en
mamiferos se da principalmente en el bulbo olfatorio y el giro dentado del
hipocampo. Estas areas producen subconjuntos muy especificos de nuevas
neuronas: El bulbo olfatorio incorpora nuevas células provenientes de las regiones
sub ventriculares laterales, las cuales luego se diferencian in situ en interneuronas
GABAérgicas llamadas granulares y periglomerulares, (Lledo, Alonso y Grubb,
2006). Mientras tanto, el giro dentado produce células granulares de tipo
glutamatérgico (Zhao, Deng y Gage, 2008).

Enfocando especificamente en el giro dentado, estudios realizados en los
tltimos afios han llegado a la conclusién de que la neurogénesis adulta es
necesaria para la correcta funcion del hipocampo. Cada dia se agregan neuronas
nuevas al giro dentado en roedores jovenes, las cuales representan una fraccion
relevante del total de las neuronas presentes en la capa de células granulares
(Cameron y Mckay, 2001). Esta tasa de neurogénesis es modulada por claves
medio ambientales; por ejemplo, puede incrementarse sustancialmente con el
ejercicio, el aprendizaje o al trasladar a un animal a un entorno nuevo o
enriquecido (Van Praag, Shubert, Zhao y Gage, 2005; Fabel y Kempermann,

28



2008). Consistentemente, se ve disminuida en animales sometidos a diferentes
tipos de estrés (Gould, Tanapat, McEwen, Fligge y Fuchs, 1998). La
morfogénesis de la capa granular de un roedor comienza durante el desarrollo
embrionario y finaliza durante las primeras semanas posnatales. Estudios han
demostrado que las células granulares nacidas en el embrion forman las porciones
externas de la capa granular, mientras que las células nacidas postnatalmente
migran a traves del hilio hacia la capa granular preexistente y llenan la capa en un
patron de afuera hacia adentro (Altman y Bayer, 1990). La neurogénesis adulta
parece contribuir a mantener ese patron, ya que las células granulares nacidas en
adultos migran radialmente desde la zona subgranular, pero permanecen
posicionados principalmente dentro del tercio interno de la capa granular
(Kempermann, Gast, Kronenberg, Yamaguchi y Gage, 2003). Estudios recientes
han revisado el modelo de capas de afuera hacia adentro en particular en la
neurogénesis adulta (Muramatsu, lkegaya, Matsuki y Koyama, 2007). En dichos
estudios se utilizaron retrovirus o bromodeoxiuridina para marcar las células
granulares nacidas durante el desarrollo embrionario o postnatal temprano, asi
como en el giro dentado del adulto, y su localizacion se analiz6 en la capa granular
adulta en momentos posteriores. La conclusion fue que la neurogénesis adulta
produce una capa granular heterogénea, con las capas internas que contienen
una alta proporcion de células granulares nacidas en adultos y las capas externas
contienen principalmente células granulares maduras generadas durante la vida
embrionaria. Estudios electrofisiolégicos también han apoyado esta teoria,
observando que las regiones internas de la capa granular adulta son muy
dindmicas y experimentan una adicion continua de poblaciones neuronales,
mientras que la capa granular externa parece permanecer sin cambios (Wang,
Scott y Wojtowicz, 2000).

En cuanto a la integracion funcional de neuronas nacidas en adultos se ha
propuesto que el hipocampo adulto genera continuamente nuevas neuronas para
brindarle a la red neuronal preexistente propiedades funcionales necesarias para
el procesamiento de la informacién en el hipocampo, pero que estan ausentes en
todas las demés células de la capa generada durante el desarrollo embrionario
(Wang et al., 2000). Esto vuelve a la neurogénesis un proceso fundamental para el
correcto desarrollo de la vida adulta. Es importante indicar las diferencias entre los
procesos de neurogénesis embrionaria y adulta. Una de estas diferencias es que
son distintos los entornos donde se da el crecimiento neuronal en el cerebro
perinatal y adulto. En el hipocampo perinatal esta ocurriendo una neurogénesis y
“cableado” masivos (las redes neurales estdn comenzando a formarse). Ademas,
la actividad esta dominada por interneuronas GABAErgicas que ejercen acciones
despolarizantes. Mientras que en el hipocampo adulto existe un entorno donde las
redes glutamatérgicas y GABAérgicas ya estan completamente establecidas y son
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las nuevas células granulares quienes deben encontrar la manera de integrarse en
redes funcionales. Estas diferencias pueden dar a entender que las células
granulares generadas en cualquier etapa podrian, en principio, desarrollarse con
diferentes fenotipos funcionales. Esta idea se ve reforzada por el hecho que las
células granulares generadas durante el desarrollo embrionario son menos
excitables (Laplagne et al., 2007). Esto da entender una activacion muy escasa de
esta poblacidén neuronal y en consecuencia, niveles bajos de actividad neuronal en
la capa granular externa. Por el contrario, todas las células granulares maduras
generadas postnatalmente (en el recién nacido o adulto) resultan equivalentes en
cuanto a sus caracteristicas fisiolégicas independientemente de la etapa de
desarrollo en la que se produjeron. Independientemente de lo anterior, para ser
funcionalmente relevantes las nuevas células granulares deben integrar redes
excitadoras e inhibidoras, siendo capaces de recibir, procesar y transmitir
informacion dentro de las mismas. Estudios morfolégicos y fisiolégicos han
demostrado que las células granulares nacidas en adultos presentan dichas
caracteristicas, (Toni et al., 2008; Hastings y Gould, 1999; Faulkner et al., 2008).

Las neuronas nacidas de adultos se desarrollan durante varias semanas
para adquirir propiedades funcionales. Durante el desarrollo, las células recién
nacidas expresan caracteristicas fisiologicas que son tipicas de las neuronas
inmaduras, como mayor excitabilidad intrinseca y reduccion de la inhibicién
GABAEérgica, lo que las hace funcionalmente Unicas (Esposito et al., 2005). Debido
a su mayor excitabilidad, se ha propuesto que las células granulares inmaduras
podrian involucrarse en el procesamiento de informacién en el giro dentado,
codificando la memoria de eventos que ocurren dentro de una ventana de tiempo
estrecha (Aimone, Wiles y Gage, 2006). De hecho, las neuronas inmaduras
podrian estar listas para participar en el procesamiento de la informacién antes de
gue se complete su desarrollo, aproximadamente a las 3 0 4 semanas (Mongiat y
Schinder, 2011). Se ha examinado in vivo la activacion de células recién nacidas
utilizando la expresion de marcadores que indican la actividad neuronal después
del aprendizaje y la exploracién espacial (Jessberger y Kempermann, 2003). Por
ejemplo, las nuevas células granulares de ratones expuestos a un entorno
enriquecido a las 2 semanas de edad tenian mas probabilidades de activarse en
momentos posteriores por el mismo entorno que por uno diferente, lo que sugiere
gue las neuronas inmaduras procesan informacién espacial (Tashiro, Makino y
Gage, 2007). A medida que las neuronas maduraron, la activacién se volvié aln
mas prominente, lo que sugiere que es mas probable que las células granulares
nacidas en adultos participen en el procesamiento de informacion durante el
aprendizaje espacial. También se informé una predileccion notable hacia la
activacion de células producidas mediante neurogénesis adulta con mas de 5
meses de vida, después de la exploracion espacial en ratas adultas (Ramirez-
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Amaya, Marrone, Gage, Worley y Barnes, 2006). Estos hallazgos revelan un
reclutamiento preferencial de células granulares nacidas en adultos que comienza
durante las etapas de desarrollo neuronal tempranas pero que continla durante
varios meses, luego de que las nuevas células granulares hayan alcanzado un
fenotipo maduro. En este contexto, es posible hipotetizar sobre un rol biologico
especifico para las células granulares inmaduras y uno diferente para las células
granulares maduras.

Neurogénesis: generacidon de precursores vy diferenciacién neuronal:

La neurogénesis adulta se divide tipicamente en cuatro fases: fase de
células precursoras, de supervivencia temprana, de maduracion postmitética y de
supervivencia tardia. Dentro de ellas, en base a la morfologia celular y sobre todo
de proteinas marcadoras, se pueden identificar seis tipos distintos de células, o
mejor dicho, seis estadios diferentes durante el proceso de diferenciacion (Steiner
et al., 2006). Estos tipos celulares inician con una célula precursora radial similar a
una glia radial, que progresa secuencialmente en tres etapas progenitoras
identificables asociadas con una alta actividad proliferativa; luego ocurre una fase
de maduracion postmitética y finalmente una nueva célula granular adulta (Brandt
et al., 2003).

a) Fase |. Estadio de células precursoras

La neurogénesis del hipocampo del adulto se origina a partir de una
poblacién de células precursoras con propiedades gliales. Un subconjunto de
éstas muestra las caracteristicas morfolégicas y antigénicas de la glia radial, su
cuerpo celular se encuentra en la zona subgranular y durante el transcurso del
proceso, se ird extendiendo hacia la capa molecular. In vivo, las células
precursoras del hipocampo fueron aisladas por primera vez del cerebro de rata
embrionario (Ray, Peterson, Schinstine y Gage, 1993) y luego del cerebro de rata
adulta (Palmer, Ray y Gage, 1995). Dichas células precursoras muestran algunas
caracteristicas de células madre como son la autorrenovacion y el potencial
multiple (Palmer, Takahashi y Gage, 1997). Esta poblacién celular representa un
reservorio en gran parte inactivo, y el control de la inactividad esta bajo el control
de GABA que proviene de las interneuronas locales, las células en cesto (Song et
al., 2012). Pero si se estimulan adecuadamente, estas células precursoras pueden
dar inicio al proceso de generacion de nuevas neuronas adultas. Siendo
importante destacar que las células precursoras en el hipocampo adulto son
heterogéneas en sus propiedades incluso en las etapas aparentes de desarrollo
gue pueden identificarse (Bonaguidi, Song, Ming y Song, 2012). Este tipo celular
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descripto, es conocido como células tipo 1 y dan lugar a células progenitoras
intermedias, denominadas células tipo 2a y tipo 2b. Estas muestran una alta
actividad proliferativa y dentro de ellas, un subconjunto de estas células todavia
expresa marcadores gliales como GFAP, pero carecen de la morfologia
caracteristica de las células radiales (tipo 2a). Las células de tipo 2, junto con las
de tipo 1, expresan nestina y en ellas aparecen los primeros indicios de eleccion
de la linea neuronal como lo son algunos marcadores. Estos marcadores
comprenden, entre otros, los factores de transcripcion NeuroD1 y Prox1. Este
fenotipo celular que es positivo a dichos marcadores se ha denominado célula de
tipo 2b (Steiner et al., 2006). Dentro de los marcadores, Prox1 es especifico para
el desarrollo de células granulares (Karalay et al., 2011). Las células de tipo 2
también se caracterizan por su expresion de Eomes (Tbr2), un factor de
transcripcion que, durante el desarrollo cortical embrionario, identifica las células
progenitoras basales, que mantienen propiedades de autorrenovacion y pueden
diferenciarse en neuronas (Hodge et al., 2008). Las células del tipo 2a tienen la
particularidad de ser células en desarrollo que no obstante pueden recibir una
primera entrada sinaptica, siendo ésta GABAérgica (Tozuka, Fukuda, Namba, Seki
y Hisastsune, 2005). Ademas, es donde se toma una decision de eleccion del
destino; todas las células posteriores expresan NeuroD1 y Proxl y no hay
superposicion entre NeuroD1 y Proxl y marcadores astrociticos en ningun
momento. Otro marcador presente es Tailless (TIx) siendo un factor de
transcripcion involucrado en el control de la transicién entre los fenotipos glial y
neuronal de las células precursoras (Shi et al., 2004).

Entre los marcadores de linaje neuronal que aparecen por primera vez en la etapa
de tipo 2b se encuentra doblecortina (DCX), siendo éste un marcador ampliamente
utilizado para estudiar la neurogénesis adulta. La expresién de DCX se extiende
desde la etapa de proliferacion, pasando por la salida del ciclo celular, hasta el
periodo de maduracion posmitética que dura de 2 a 3 semanas (Brandt et al.,
2003).

b) Fase Il. Neuroblastos en fase de supervivencia temprana

Esta fase es la que ocurre inmediatamente después de la salida del ciclo
celular: en este momento, las células migran desde su lugar de origen al sitio final
de diferenciacion, ambos usualmente muy cercanos. Ahora, las nuevas neuronas
expresan marcadores postmitoticos, como NeuN y el marcador transitorio
calretinina (Brandt et al., 2003). El nUmero de nuevas neuronas positivas para
NeuN es mas alto en momentos muy tempranos y disminuye drasticamente en
unos pocos dias. Debido a que durante esta fase ocurre un proceso apoptotico de
eliminacion muy marcado (Biebl, Cooper, Winkler y Kuhn, 2000).
Cuantitativamente, este proceso de apoptosis es considerado el mayor regulador
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de todo el proceso y es donde la influencia medioambiental es determinante. Las
células que hayan sobrevivido las primeras 2 semanas estaran integradas de
manera estable y persistente en la red del giro dentado durante mucho tiempo.
Después de este momento, sélo ocurren cambios muy pequefios en el nimero de
células. Por lo tanto, la mayoria de las células generadas se eliminan mucho antes
de que hayan establecido conexiones funcionales en el area objetivo CA3 o hayan
recibido informacién dendritica concreta desde la corteza entorrinal en la capa
molecular del giro dentado. También es en esta etapa que se comienza el
desarrollo de dendritas y axones. El inicio del desarrollo de las dendritas parece
ser muy variable pero una vez iniciado el curso temporal del desarrollo es muy
estable. Dias después de la salida del ciclo celular, y una vez ya generadas las
dendritas, las nuevas células comienzan a producir su axon dirigiéndolo al area
CAS3, donde forman las sinapsis apropiadas (Sun et al.,, 2013). Esta fase esta
asociada con la expresion de la proteina mediadora de respuesta al colapso
(Crmp, también conocida como TOAD-64 o TUC-4). Durante esta etapa la
principal entrada sinaptica a las nuevas células sigue siendo GABAérgica, donde
el GABA tiene un efecto excitatorio. E| GABA cambia a su funcion inhibidora solo
cuando se ha hecho suficiente contacto glutamatérgico y, presumiblemente,
cuando las células han comenzado a desarrollar su propio fenotipo de
neurotransmisor glutamatérgico (Tozuka et al., 2005).

c) Fase lll. Neuroblastos en fase de maduracién posmitotica

En esta etapa ocurre la formacion de sinapsis glutamatérgicas siendo este
el principal acontecimiento de la etapa (Chancey et al., 2013). EIl momento exacto
en el que ocurra dependeréa de la actividad presente en los circuitos locales (Piatti
et al., 2011). Durante esta etapa también ocurre una elongacion de los axones y
luego la formacion de la columna en las dendritas siendo ambas reguladas de
forma precisa y compleja (Sun et al., 2013). Para conectarse a las células blanco
en CAS3, los axones de las nuevas neuronas deben competir con las sinapsis
existentes en los botones de las células musgosas (Toni et al., 2007).

d) Fase IV. Fase de maduracion tardia

Esta fase inicia después de la integracion estructural completa en la red
existente, en donde las nuevas células cambian su proteina de union al calcio de
calretinina a calbindina (Brandt et al.,, 2003). Una vez integradas se necesitan
varias semanas mas hasta que las nuevas células se hayan vuelto
electrofisiolégicamente indistinguibles de sus vecinas mas antiguas (Ambrogini et
al., 2004). Aqui también ocurre que se establecen las conexiones sinapticas
glutamatérgicas y las nuevas neuronas pasan por una fase de mayor plasticidad
sinaptica en donde el umbral para inducir potenciacidon post sinaptica en las
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neuronas inmaduras es mas bajo que en las células granulares maduras (Wang et
al., 2000). Este periodo critico dura entre 4 y 7 semanas después de que se
generaron las células (Ge et al., 2006). Algunas teorias sobre la posible funcién de
las nuevas células granulares en la generacion de memorias, se basan en este
hecho argumentando que las propiedades plasticas alteradas ayudan al giro
dentado a codificar informacién en nuevos circuitos formados por estas células
(Aimone et al.,, 2006). Ademas, el aumento de la plasticidad podria servir para
facilitar la integracion preferencial de las nuevas células para lograr cambios a
largo plazo en la red (Wiskott, Rasch y Kempermann, 2006). Por dltimo, es de
suponer que en esta etapa tienen lugar importantes eventos regulatorios pero
seran mas efectivos a nivel cualitativo que cuantitativo.

8 Proliferation Differentiation Migration ° Targeting  Synaptic
> integration

mitotic

oo =1

(’/ -/ (\’)
Radial glia Progenitors Immature Mature
like progenitor  (limited self-renewal) ~  granule cell granule cell

granule cell layer

Figura 10. Diferenciacion neuronal en el nicho neurogénico del giro dentado. A; La caracterizacion
de cada etapa puede estar basada en marcadores especificos o por su fenotipo electrofisioldgico.
La expresion de GFAP es caracteristica de las glias pero también en células en etapas muy
iniciales de diferenciacion. Por otro lado, la expresion de calbindina es tipico de neuronas maduras.
En este esquema, la migracién es considerada una fase en si misma y por lo tanto, suman 5. B y
C; Doble marcacion DCX (verde) y DAPI para evidenciar neuroblastos presentes en la region sub
granular, transitando la Fase Il y desarrollando sus proyecciones. Imagen tomada de Von Bohlen
und Halbach, 2007.
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Contribucién del hipocampo al procesamiento de la informacién vy la generacion de
memorias

La memoria es la capacidad que tiene el cerebro para procesar la
informacion, codificarla, almacenarla y utilizarla cuando resulte necesario
(Sherwood, 2015). Las memorias se almacenan en el cerebro como cambios en la
eficiencia en la transmision sinaptica entre las neuronas, como consecuencia de la
actividad sindptica previa. Las vias nuevas o facilitadas se llaman huellas de
memoria (0 engramas) y una vez que quedan establecidas, es posible activarlas
de forma selectiva para reproducir los recuerdos (Tonegawa, Pignatelli, Roy y
Ryan, 2015). Asimismo, los recuerdos a largo plazo derivan de modificaciones
producidas en la conduccién sinaptica de los centros cerebrales inferiores. Sin
embargo, la mayor parte de los recuerdos se basan en las huellas de memoria de
la corteza cerebral. Una forma de clasificar la memoria es segun sea dependiente
0 no de la conciencia. De esta forma se clasifica en memoria declarativa (0
explicita) y memoria no declarativa (o implicita). Asi, la memoria declarativa es
aguella que utiliza un proceso consciente, mientras que la memoria no declarativa
se expresa a través de cambios conductuales o fisiolégicos en ausencia de
conciencia.

Memoria no declarativa:

La memoria implicita o no declarativa incluye varias formas de aprendizaje
que ocurren durante la ejecucion de diversas tareas y, por lo general, se expresan
en un desempefio conductual mejorado, acelerado o en un cambio en las
opciones o valores conductuales. Por ejemplo, incluye la memoria procedimental
gue implica aprender una secuencia de movimientos o acciones. Este es el tipico
caso de la adquisicion de destrezas motrices, por ejemplo aprender a andar en
bicicleta. Este tipo de memoria y su vinculo con el aprendizaje procedimental el
que se ve comprometido en trastornos como por ejemplo, la enfermedad de
Parkinson. Otro tipo de memoria no declarativa es la conocida como memoria
emocional, la cual implica el buscar o el evitar estimulos anteriores como resultado
de la experiencia, como en la adquisicion de preferencia por un tipo particular de
comida o la aversion a los objetos con los que uno tuvo una experiencia previa
desagradable. Esta memoria, que estd basada en el desarrollo de
condicionamientos, depende de interacciones subcorticales y corticales con la
amigdala y el nacleo acumbes. Este por ejemplo, participa en la via asociada al
sentimiento de recompensa y por lo tanto de reforzamiento de un
condicionamiento y es central en el desarrollo de conductas adictivas en humanos
y animales.
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Memoria declarativa:

La memoria declarativa también se subdivide en multiples formas. Una de
las cuales es la memoria de trabajo, memoria que implica el mantenimiento a corto
plazo de la informacion en mente y a menudo, la manipulacion de esa informacion
con el fin de lograr un objetivo inmediato. Por otra parte, hay tres formas de
memoria declarativa a largo plazo que implican recuperar informacién almacenada
anteriormente: la memoria semantica, la memoria episodica y la memoria espacial.
La memoria seméntica implica la memoria para el conocimiento factico que se ha
aprendido, pero para el que normalmente no se conoce informacion especifica de
"tiempo y lugar" sobre la fuente de la experiencia original. Esta ocurre
basicamente en humanos y se considera la utilizada en el denominado
conocimiento enciclopédico de informacidn como eventos histéricos, tablas
matematicas, etc. La memoria episddica implica la capacidad de aprender,
almacenar y recuperar informacion sobre experiencias personales Unicas que
ocurren en la vida diaria. Estos recuerdos generalmente incluyen informacion
sobre el momento y el lugar de un evento, asi como informacion detallada sobre el
evento en si. La memoria episédica se encuentra vinculada a procesos que
ocurren en la corteza cerebral, corteza entorrinal y el hipocampo, siendo este
altimo el encargado de producir la integracion de los estimulos y el almacenado de
la memoria. Finalmente, la memoria espacial describe el almacenamiento y la
recuperacion de informacion necesarios para la identificacion y navegacion del
espacio. Se han descrito dos marcos de referencia principales: egocéntrico, que
se relaciona directamente con el observador, y alocéntrico, que depende de la
posicion relativa de los objetos en el espacio. Aunque a menudo se discute por
separado, una Vvisibn emergente es que tanto las memorias espaciales
egocéntricas como las alocéntricas estan codificadas independientes pero estas
pueden interactuar y depender de las regiones cerebrales que interactian. Las
células que responden a ubicaciones especificas se ubican principalmente en el
hipocampo, mientras que las células que responden a las vistas de puntos de
referencia se ubican principalmente en la region parahipocampal. De hecho,
formar recuerdos de lugares o puntos de referencia o asociar objetos con
ubicaciones particulares parece requerir la interaccion de ambos sectores. Otras
regiones fuera del hipocampo también importantes para el desempefio de tareas
de memoria espacial incluyen la corteza parietal posterior y el cuerpo estriado. La
primera es necesaria en la representacion de la informacion espacial en términos
de coordenadas egocéntricas, lo que permite formular planes de alcance y
movimiento, asi como imagenes egocéntricas. Adicionalmente, se cree que el
cuerpo estriado tiene un papel en el aprendizaje de los aspectos procedimentales
de las tareas y podria tener papeles en la consolidacion de la memoria espacial
egocéntrica y alocéntrica, (De Leonibus, Oliverio y Mele, 2005).
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En funcién de la duracion de la duracion de la memoria, ésta se la puede
clasificar en: memoria a corto plazo, que abarca los recuerdos que duran
segundos 0 pocos minutos; memoria a mediano plazo, que dura entre dias y
semanas; y memoria a largo plazo, que una vez almacenada, puede recuperarse
aflos mas tarde o incluso en cualquier momento de la vida.

Memoria a corto plazo:

La memoria a corto plazo dura unos pocos segundos o minutos (Atkinson
y Shiffrin, 1968). Se ha propuesto que esta memoria a corto plazo esti ocasionada
por la actividad nerviosa continua derivada de sefiales recurrentes en torno a una
huella de memoria transitoria dentro de un circuito de neuronas reverberantes
(Goldman-Rakic, 1995). Otra posible explicacién de la memoria a corto plazo se
basa en la facilitacion o la inhibicién presinapticas (Lundqvist et al., 2016). Un
ejemplo de mecanismo de memoria a corto plazo basico y relevante debido a su
existencia en formas de vida muy primitivas asi como en los animales superiores
es la conocida como facilitacion neuronal. La facilitacion neuronal se observo
inicialmente cuando se descubri6é que las respuestas sinapticas se vuelven mucho
mas grandes cuando las células presinapticas son activadas por estimulos
espaciados entre diez a cientos de milisegundos (Feng, 1940). Un protocolo
experimental usual con que se estudia este fendbmeno es el de “pulsos pareados”.
Se trata de dos estimulos, en el estimulo inicial a medida que el potencial de
accion invade el botdn presinaptico se van abriendo canales de calcio lo que lleva
a un ingreso importante de dicho ion a la zona mientras estos canales
permanecen abiertos (tiempo menor a un milisegundo). Si existen vesiculas
presinapticas ubicadas en las inmediaciones de los canales de calcio abiertos,
esta sefal de calcio grande y breve activa sensores de calcio que inducen la
exocitosis del neurotransmisor. La facilitacion es muy breve ya que el estimulo es
corto en el tiempo, la afinidad de los sensores es baja y las concentraciones de
calcio bajan drasticamente a medida que se alejan de los canales. Pero el calcio
entrante no solo interactia con los sensores mencionados, también se difunde
rapidamente y se equilibra con proteinas presentes dentro de los botones
presinapticos, lo que da lugar a una porcién de calcio que persiste durante
decenas a cientos de milisegundos antes de ser eliminado del boton sinaptico. Si
durante el tiempo que ese calcio residual persiste en el botdn sinaptico, ocurre el
segundo estimulo (con el que ingresa mas calcio) la concentracion tan alta del ion
llevard a un aumento importante en la liberacion de neurotransmisores y por lo
tanto una mayor probabilidad de inducir una respuesta post sinaptica.
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Memoria a mediano y largo plazo:

La memoria a mediano plazo puede durar desde minutos hasta semanas.
Este tipo de recuerdo puede obedecer a cambios fisicos 0 quimicos transitorios o
a ambos procesos ocurridos tanto en los terminales presinapticos de la sinapsis,
como en su membrana postsinaptica (Kandel, Dudai y Mayford, 2014). Estos
cambios quimicos también se deben a los procesos relacionados con la dinamica
del calcio intracelular a nivel de la sinapsis o a la modificacion reversible de
proteinas participantes de la dinamica sinaptica que favorecen la conectividad
neural. Tal es el caso de la Protein-quinasa A en la presinapsis de los axones de
las fibras musgosas que hacen sinapsis con las neuronas de la region CA3 del
hipocampo. Aunque no existe una delimitacion evidente entre memoria de
mediano y largo plazo, en general se establece que la memoria a largo plazo
depende de cambios estructurales sucedidos a nivel de las sinapsis y no de
caracter quimico como ser modificaciones covalentes de proteinas preexistentes o
cambios en la concentracion de intermediarios (Baddeley y Warrington, 1970).
Ademas, estos cambios en las sinapsis producen un aumento duradero de la
fuerza singptica conocido como potenciacion a largo plazo (LTP), mientras que
otros patrones de actividad producen una disminucion duradera de la fuerza
sinaptica, conocida como depresiéon a largo plazo (LTD). Estas formas de
plasticidad sinaptica proporcionan mecanismos neuronales probables para
cambios duraderos en regiones del cerebro involucradas en la formacion de
ciertos tipos de memoria a largo plazo. Por su importancia, requieren ser tratadas
mas especificamente.

LTP v LTD: Los modelos celulares de la memoria.

La LTP se ha estudiado mas a fondo en las sinapsis excitadoras del
hipocampo de los mamiferos, un area del cerebro que es especialmente
importante en la formacion y/o recuperacién de algunas formas de memoria. El
trabajo en LTP comenz6 a fines de la década de 1960, cuando se descubrié que
unos pocos segundos de estimulacion eléctrica de alta frecuencia pueden mejorar
la transmision sinaptica en el hipocampo del conejo durante dias o incluso
semanas (Bliss, Burns y Uttley, 1968). Gran parte del trabajo sobre LTP se ha
centrado en las conexiones sinapticas entre las colaterales de Schaffer y las
células piramidales de CAl. La estimulacién eléctrica de las colaterales de
Schaffer genera potenciales postsinapticos excitadores (EPSP por sus siglas en
inglés) en las células de CAl postsinapticas. Si las colaterales de Schaffer se
estimulan solo dos o tres veces por minuto, el tamafo del EPSP evocado en las
neuronas de CAl permanece constante. Sin embargo, una breve serie de
estimulos de alta frecuencia a los mismos axones causa LTP, que se evidencia
como un aumento duradero en la amplitud del EPSP (figura 11). Es importante
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aclarar que si bien en el hipocampo es donde mas se ha estudiado el fenbmeno, la
LTP ocurre en muchas otras sinapsis en una variedad de regiones del cerebro,
incluyendo la corteza, la amigdala y el cerebelo.

La LTP presenta varias propiedades que la convierten en un mecanismo
neuronal atractivo para el almacenamiento de informacién. En primer lugar, el
estado del potencial de membrana de la célula postsindptica determina si se
produce o no LTP. Si un unico estimulo en las colaterales de Schaffer, que
normalmente no provocaria LTP, se empareja con una fuerte despolarizacién de la
célula CA1 postsinaptica, las sinapsis de las colaterales de Schaffer activadas
experimentan LTP. Este aumento se produce solo si las actividades emparejadas
de las células presinapticas y postsinapticas estan estrechamente vinculadas en el
tiempo, de modo que la fuerte despolarizacion postsinaptica se debe producir
dentro de unos 100ms post liberacion del neurotransmisor presinaptico. Por otra
parte, la LTP también tiene especificidad de entrada: esto quiere decir que cuando
la LTP es inducida por la estimulacion de una sinapsis, no ocurre en otras sinapsis
inactivas que contactan con la misma neurona. Por lo tanto, la LTP se restringe
exclusivamente a las sinapsis activadas. Esta caracteristica de la LTP es
consistente con su patrticipacion en la formaciéon de la memoria, si la activacion de
un conjunto de sinapsis llevara a potenciar todas las demas sinapsis, incluso las
inactivas, seria dificil mejorar selectivamente conjuntos particulares de entradas,
como presumiblemente se requiere para almacenar informacion especifica. Otra
propiedad importante de la LTP es la conocida como asociatividad. Como se
menciond, una estimulacién débil mediante una via no desencadenara por si
misma LTP. Sin embargo, si una via se activa débilmente al mismo tiempo que
otra via vecina a la misma célula se activa fuertemente, ambas vias sinapticas
presentaran una LTP. Esta propiedad se espera en cualquier red de neuronas que
vincule un conjunto de informacion con otro.

Los fundamentos moleculares que explican la LTP permanecieron mucho
tiempo sin comprenderse. El primer avance fue al observar que los antagonistas
del tipo NMDA del receptor de glutamato previenen la LTP, pero no tienen ningin
efecto sobre la respuesta pre sinaptica provocada por la estimulacién de baja
frecuencia de las colaterales de Schaffer (Harris, Ganong y Cotman, 1984).
Aproximadamente al mismo tiempo, se apreciaron por primera vez las
propiedades biofisicas unicas del receptor de NMDA (Muller, Joly y Lynch, 1988).
Dicho canal es permeable al Ca2 +, pero esta bloqueado por las concentraciones
fisiologicas de Mg2 +. Por tanto, durante la transmision sinaptica de baja
frecuencia, el glutamato liberado por las colaterales de Schaffer se une tanto a los
receptores de glutamato de tipo NMDA como a los de tipo AMPA / kainato. Si bien
ambos tipos de receptores unen glutamato, cuando la neurona postsinaptica se
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encuentra en su potencial de membrana en reposo normal, los canales de NMDA
estaran bloqueados por iones Mg2 + y no fluir4 corriente. Dado que el bloqueo del
canal NMDA por Mg2 + depende del voltaje, la funcion de la sinapsis cambia
notablemente cuando se despolariza la region postsinaptica. Por lo tanto, para
inducir LTP, como durante la estimulacion de alta frecuencia, es necesaria una
despolarizacion prolongada que resulte en la expulsion de Mg2 + del canal NMDA.
La eliminacién de Mg2 + permite que el Ca2 + entre en la neurona postsinaptica y
el aumento resultante en la concentracion de Ca2 + dentro de las espinas
dendriticas de la célula postsinaptica resulta ser el desencadenante de la LTP. El
receptor de NMDA se comporta asi como una puerta molecular: el canal se abre
(para inducir LTP) solo cuando el glutamato se une a los receptores de NMDA y la
célula postsinaptica se despolariza para aliviar el bloqgueo de Mg2 + del canal de
NMDA. Por tanto, el receptor de NMDA puede detectar la coincidencia de dos
eventos. Estas propiedades del receptor NMDA pueden explicar muchas de las
caracteristicas de la LTP. La especificidad espacial de la LTP puede explicarse por
el hecho de que los canales de NMDA se abriran solo en las regiones post
sinapticas que estan despolarizadas por glutamato, lo que limita la LTP a estos
sitios. Con respecto a la asociatividad, una entrada débilmente estimulada libera
glutamato, pero no puede despolarizar suficientemente la célula postsinaptica para
aliviar el bloqueo de Mg2 +. Sin embargo, si las entradas vecinas estan
fuertemente estimuladas, proporcionan la despolarizacion "asociativa" o sumacién
espacial, necesaria para aliviar el bloqueo y generar LTP. Durante la induccién de
la LTP y a consecuencia del incremento de la concentracion de Ca2 +, se
producen cambios en la sensibilidad de la célula postsinaptica al glutamato. En
efecto, las sinapsis excitadoras pueden regular dinAmicamente sus receptores de
glutamato postsinapticos e incluso pueden agregar nuevos receptores AMPA a
sinapsis silenciosas que no tenian previamente receptores AMPA postsinapticos.
El mantenimiento de LTP se debe a dicha insercién de receptores AMPA en la
membrana postsinaptica (en contraposicion a su "induccién”, que depende de la
actividad de los receptores NMDA).
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Figura 11. Potenciacion a largo plazo. Luego de la aplicacion de un tren de estimulos de 100Hz, la
amplitud de los potenciales postsinapticos resulta muy aumentada respecto a los valores basales
registrados antes del estimulo. Nétese que la amplitud de estos potenciales es muy grande
inmediatamente luego del estimulo, estabilizdndose en valores intermedios que se mantienen en el
tiempo. Los altos valores en los primeros instantes pueden ser atribuidos a fenémenos pre
sinapticos. Imagen tomada de Galizia & Lledo, (2013).

Si las sinapsis simplemente siguieran aumentando en fuerza como
resultado de LTP, esto dificultaria la codificacion de nueva informaciéon. Por lo
tanto, para que el fortalecimiento sinaptico sea util, otros procesos deben debilitar
selectivamente conjuntos especificos de sinapsis. Este proceso es el conocido
como depresion a largo plazo (LTD). A finales de la década de 1970, se descubrio
que LTD se producia en las sinapsis entre las colaterales de Schaffer y las células
piramidales CA1 en el hipocampo. Mientras que la LTP en estas sinapsis requiere
una estimulaciéon breve de alta frecuencia, la LTD se produce cuando las
colaterales de Schaffer se estimulan a una frecuencia baja, aproximadamente 1
Hz, durante periodos prolongados (10 a 15 minutos). Este patron de actividad
deprime el EPSP durante varias horas y al igual que la LTP, es especifico de las
sinapsis activadas. Ademas, la LTD puede borrar el aumento en el tamafio de las
EPSP debido a LTP vy, a la inversa, la LTP puede borrar la disminucion en el
tamafio de EPSP debido a LTD. Esta complementariedad sugiere que LTD y LTP
afectan de manera reversible la eficiencia sinaptica actuando en un sitio comun.

Tanto la LTP y LTD en las sinapsis entre las colaterales de Schaffer - CA1
comparten varios elementos clave. Ambos requieren la activacion de los
receptores de glutamato de tipo NMDA vy la entrada resultante de Ca2 + en la
célula postsinaptica. El principal determinante de si surge LTP o LTD parece ser la
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cantidad de Ca2 + en la célula postsinaptica: pequefios aumentos de Ca2 +
conducen a depresién, mientras que grandes aumentos desencadenan la
potenciacion. En ese sentido, la LTD parece resultar de la activacion de fosfatasas
dependientes de Ca2 + que escinden los grupos fosfato de los objetivos. La
evidencia que respalda esta idea es que los inhibidores de la fosfatasa previenen
la LTD, pero no tienen ningun efecto sobre la LTP. Los diferentes efectos de Ca2
+ durante la LTD y LTP pueden surgir de la activacion secuencial y selectiva de
proteinas fosfatasas y quinasas por niveles bajos y altos de Ca2 +. Si bien aun no
se han identificado los sustratos de fosfatasa importantes para LTD, es posible
que LTP y LTD fosforilen y desfosforilen el mismo conjunto de proteinas
reguladoras para controlar la eficacia de la transmision en la sinapsis CAl
colateral de Schaffer. Asi como la LTP en esta sinapsis se asocia con la insercion
de receptores AMPA, la LTD a menudo se asocia con una pérdida de receptores
AMPA sinapticos. Esta pérdida probablemente se deba a la internalizacion de los
receptores AMPA en la célula postsinptica, debido al mismo tipo de mecanismos
de endocitosis dependientes de clatrina que son importantes para el reciclaje de
vesiculas sinapticas en la terminal presinaptica.

Consolidacién de la memoria o aprendizaje:

Para que la memoria a corto plazo se transforme en memoria a largo
plazo capaz de evocarse semanas 0 aflos mas tarde, debe quedar consolidada.
Es decir, si la memoria a corto plazo se activa repetidas veces, las sinapsis
sufriran cambios estructurales del tipo de los recién descriptos y que a la postre
son los responsables del tipo de memoria a largo plazo (Burnham, 1903; Squire,
Clark y Knowlton, 2001). Uno de los rasgos mas importantes de la consolidacion
es que los recuerdos nuevos se codifican en clases diferentes de informacion.
Durante este proceso se comparan las semejanzas y las diferencias entre lo
nuevo y lo antiguo, y parte del proceso de almacenamiento consiste en acumular
la informacion acerca de estas semejanzas y diferencias, en vez de almacenar los
recuerdos nuevos sin procesar. Por tanto, durante la consolidacion, los recuerdos
nuevos no se depositan al azar en el cerebro sino que se conservan en asociacion
directa con otros recuerdos del mismo tipo (Squire, Genzel, Wixted y Morris,
2015). Cuando la consolidacién se establece, la memoria ya no es labil y queda
bien asentada, pero en caso de reactivar ese recuerdo, éste puede modificarse y
se torna labil nuevamente. Esto nos lleva directamente al concepto de
reconsolidacion, que es el proceso por el cual esa memoria modificada, vuelve a
consolidarse. Esto puede ocurrir de dos formas distintas y no excluyentes: una
seria que durante la activacion se incorpore algo nuevo al conocimiento ya
establecido, incorporandose nuevos componentes al circuito neuronal involucrado.
Este es un mecanismo basico del aprendizaje ya que como se menciond
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anteriormente, para establecer lo aprendido es fundamental la asociacion entre
conceptos viejos y nuevos. Por otra parte, podria ocurrir que la reactivacion no
incorpore nuevos componentes y el proceso de reconsolidacion asiente
exactamente en el mismo circuito, que ahora queda con “mayor fuerza” y sera mas
facil de ser reactivado nuevamente. Esta ultima forma es la que se da por ejemplo
cuando se aprenden movimientos mecanicos mediante la practica repetida de los
mismos.

En un principio se pensaba que el aprendizaje por alteraciones en la
cantidad de neuronas en los circuitos de memoria era poco relevante, sin
embargo, cada vez mas las investigaciones marcan que este mecanismo es
relevante, incluso en adultos (Dudai y Morris, 2013). Un ejemplo de esto es la
memoria espacial. En animales de experimentacion, la memoria espacial se
evalla tipicamente mediante la realizacion del laberinto de agua de Morris (MWM
por sus siglas en inglés), laberinto que consiste en una piscina circular llena de
agua, dentro de la cual se encuentra una pequefia plataforma de escape
escondida; se deposita al animal en la piscina y el mismo tiende a buscar la
plataforma. Durante la repeticién del ensayo, los animales aprenden a encontrar la
plataforma y cada vez demoran menos tiempo y recorren menos distancia para
encontrarla. Mediante esta prueba se ha demostrado que aquellos animales que
tienen impedida la neurogénesis adulta presentan peores resultados, lo cual
puede explicarse por una afeccibn de su memoria espacial. Esto justifica la
hipbtesis por la cual la neurogénesis adulta estaria vinculada en la produccion de
memoria espacial (Dupret et al., 2008)

La proteina DBC1 vy su posible funcién en la regulaciéon de la neurogénesis:

Deleted in Breast Cancer — 1 (DBC-1) es una proteina nuclear que ha sido
descripta en forma relativamente reciente (Kim et al., 2008; Zhao, Kruse, et al.,
2008). No teniendo adjudicadas funciones claras aun, en un principio la proteina
fue propuesta como ausente en algunos tipos de cancer de mama (Hamaguchi et
al., 2002), sin embargo hasta el dia de hoy no hay evidencia firme de que esté
relacionada con el desarrollo del cancer. Actualmente DBC-1 se propone como un
regulador metabolico a nivel hepatico (Escande et al., 2013; Santos et al., 2019),
del metabolismo del tejido adiposo y de la apoptosis (Chini, Escande, Nin y Chini,
2012). Su funcién reguladora se basa en la interaccion directa con sus proteinas
blanco y la consiguiente represion de su funcion. A propdsito, se ha determinado
gue la misma es capaz de regular la actividad de la sirtuina 1 (SIRT1), una
desacetilasa dependiente de NAD (Escande et al., 2010); esta proteina ha
generado gran interés en los ultimos afos puesto que el aumento de su actividad
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biologica se correlaciona con una menor prevalencia de enfermedades crénicas
como diabetes, obesidad y cancer, y por lo tanto mayor longevidad (Libert et al.,
2011). Por otro lado, se ha involucrado a SIRT1 con aspectos relacionados al
sistema nervioso central como la modulaciéon de la ansiedad, la memoria, el
aprendizaje y la proteccion contra enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer (Corpas et al., 2016).

La funcién de DBC1 en el sistema nervioso central es presumiblemente
relevante ya que se encuentra sumamente expresada en el cerebro y en particular
en el giro dentado del hipocampo adulto, aunque no todas las neuronas del mismo
la parecen expresar de la misma forma (Varela, 2016). Por otro lado, en el sistema
nervioso periférico (SNP) se ha determinado que SIRT1 produce proteccién contra
la degeneracién Walleriana y al DBC1 ser capaz de regular la expresion de SIRT1
en el SNP, se ha postulado que esta proteina tendria un rol de suma importancia
durante los procesos degenerativos (Calliari et al, 2014).

La funcionalidad de la proteina es afectada por la protedlisis de un
dominio de interaccion con otras proteinas, la region amino-terminal (Figura 12).
Asi en el caso de SIRT1 y otras proteinas, el dominio LZ (cierre de leucina)
ubicado en esa region es considerado el responsable de la interaccion. Estas
observaciones llevan a pensar que la forma clivada de la proteina es una forma
inactiva de DBC1. Se ha observado que la forma clivada de DBCL1 (llamada DN-
DBC1), se regula rapidamente a la baja cuando células quiescentes vuelven a
entrar en el ciclo celular (Santos et al., 2019). Este concepto se ha reforzado
mediante el analisis de la expresidn de diferentes ARNm que codifican ciclinas que
confirmé que los ratones KO para DBC1 tenian alteraciones en la progresion del
ciclo celular, en comparacién con los ratones WT (Santos et al., 2019). Otros
estudios sugieren que la relacion DBC1 / DN-DBC1 podria ser un marcador para
diferentes estadios del ciclo celular. Por ejemplo, se ha demostrado recientemente
gue SIRTL1 regula SASP (fenotipo secretor asociado a senescencia por sus siglas
en inglés) (Hayakawa et al., 2015), lo que sugiere que puede ser necesaria una
regulacion negativa de DN-DBC1 para el establecimiento de SASP en células
senescentes. El hecho de que DN-DBC1 se pierda tanto en células inactivas que
sufren apoptosis como en células senescentes sugiere que DN-DBC1 no es solo
un marcador de células inactivas, sino que también puede ser un regulador clave
en la decision del destino celular al dejar la quiescencia, ya sea para volver a
entrar en el ciclo celular, sufrir apoptosis o0 entrar en senescencia celular (Santos
et al., 2019). En consistencia con lo anterior, se ha demostrado que en ausencia
de DBC1, la transicibn GO-proliferacibn se encuentra afectada in vivo en un
modelo de regeneracion hepatica. Durante la regeneracidon hepatica, los
hepatocitos expresan prevalentemente la forma completa de DBCl vy
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gradualmente comienzan a expresar DN-DBC1 a medida que se completa el
proceso regenerativo. Estas evidencias sugieren que el balance DBC1/DN-DBC1
regula la capacidad de las células quiescentes de retomar el ciclo celular cuando
asi es requerido. Una pregunta que surge directamente a partir de lo anterior es si
esta funcién asociada al control del ciclo celular serd valida solo para la
regeneracion hepatica o estaremos frente a un mecanismo general, con impacto
mucho mas amplio en la biologia celular. Tal podria ser el caso en la heurogénesis
adulta.

[ B DBCt
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Fig. 12: Representacién de DBC1 mostrando sus dominios y principales interacciones. Imagen
tomada de Joshi et al., 2013.
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HIPOTESIS:

Basandonos en la evidencia disponible, segun la cual: a) DBC1 podria
estar participando del control del ciclo celular; b) DBC1 esta altamente expresada
en el giro dentado del hipocampo; c) el giro dentado del hipocampo es una de las
pocas regiones del cerebro adulto con células fuera de GO capaces de
diferenciarse en neuronas, es que nos planteamos la hipétesis segun la cual
DBC1 podria estar regulando la actividad neurogénica en el giro dentado del
hipocampo.

De acuerdo a esta hipotesis, esperamos encontrar: a) diferencias en la
expresion de DBC1 en el hipocampo, segun la edad del individuo (asociadas a
periodos de tiempo con mayor o menor neurogénesis); b) que la neurogénesis se
vera afectada en los animales KO para DBC1, lo que a su vez; ¢) generara algun
tipo de alteracién morfoldgica del giro dentado.
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OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS:

Objetivo general:

Estudiar el papel que podria caberle a DBC1l en el control de la
neurogénesis en el cerebro adulto del raton, en particular en el hipocampo.

Obijetivos especificos:

1- Caracterizar la expresion de DBCL1 en el hipocampo de animales de diferentes
edades.

2- Determinar si existen cambios en la tasa neurogénica en el giro dentado de
animales KO para DBC1l en relacion a los animales controles, utilizando
marcadores de ciclo celular y de neuroblastos, utilizando inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica y Western Blot.

3- Determinar si la ausencia de DBC1 produce cambios morfolégico - estructurales
en el giro dentado.
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MATERIALES Y METODOS:

Para realizar el objetivo especifico 1 se obtuvieron las muestras de
hipocampo necesarias de ratones BL6C57, machos, de fenotipo normal (WT) y
con el gen codificante para DBCL1 inactivado (animales KO), albergados en bioterio
del Instituto Pasteur de Montevideo. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion a diferentes edades (1 semana, 8 semanas, 30 semanas y 105
semanas) y sus cerebros extraidos. Bajo lupa y sobre una superficie fria (4°C) se
realiz6 un corte en plano sagital dividiendo al cerebro en sus hemisferios, de uno
de ellos se extrajo el hipocampo y se almacend a -80°C hasta su uso para la
extraccion de proteinas. Mientras que la otra mitad fue fijada en paraformaldehido
al 4%.

Las muestras de hipocampo destinadas a la extraccion de proteinas se
procesaron realizando una homogeneizacion con un buffer de lisis para extraer
sus proteinas (100 mM NacCl, buffer tris 20 mM pH 7.4, igepal 0.25% y 5 mM
EDTA), luego fueron centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4°C. A partir del
sobrenadante de la muestra centrifugada se cuantific6 la concentracion de
proteinas por el método de Bradford para posteriormente realizar una
electroforesis en gel de acrilamida al 8%, continuandose con la préactica de
Western Blot. La deteccion de las proteinas de interés se realizd utilizando
anticuerpos especificos para DBC1 (Bethyl Labs, catA300-434A), doblecortina
(DCX, Cell Singaling, cat#4604) y B-actina, como control de carga (Merck,
#A5441). Para la deteccién de los anticuerpos ligados a la proteina blanco, se
utilizaron anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa (Merck, #A0545), siendo el
revelado en base a quimioluminiscencia (NovexECL, Invitrogen catWP20005)
sobre una placa radiografica y luego cuantificada mediante una densitometria
utilizando software ImageJ. Las diferencias entre condiciones experimentales
(edades), se evaluaron mediante el empleo de test de ANOVA de una via.

Para el cumplimiento del objetivo especifico 2 se procedié al
procesamiento de los hemisferios fijados en paraformaldehido. La poblacion de
nuevas neuronas del hipocampo fue detectada por marcacion especifica con
anticuerpos e inmunofluorescencia sobre cortes obtenidos por congelacion. Para
ello en primer término se realiz6 una crioproteccidén con sacarosa al 30% y luego la
inclusion en medio hidrofilico (Tissue Tek-OCT compound). Los bloques se
mantuvieron a -20°C hasta el momento de realizar cortes coronales seriados de
todo el giro dentado, de 20 micras de espesor utilizando criostato. Para la
inmunomarcacion se seleccionaron 3 zonas diferentes (anterior, media y posterior)
lo que permitio tener un resultado global del giro dentado y evitar sesgos segun la
zona estudiada. Se realiz6 nmunofluorescencia en animales WT y KO para DBC1
utilizando alternativamente anticuerpos primarios que reconocen las proteinas
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DBC1, el marcador de células en proliferacion Ki67 (Cell Signaling, cat#2129S) y
doblecortina (DCX) marcador de proteinas que se asocian a microtibulos de
neuronas inmaduras (neuroblastos). La marcacion contra DBC1 se realizd
simplemente para monitorizar y confirmar la normal expresion de esa proteina en
todas nuestras muestras. Simultdneamente, se acompafid la marcacion de cada
proteina, con una marcacion nuclear con DAPI (Sigma-Aldrich, cat#D9542,
marcador de ADN). Se tomaron microfotografias de diferentes zonas del giro
dentado. Cada campo analizado fue fotografiado tanto en el canal de emision para
DAPI (ultravioleta) como en el canal correspondiente al pico de emisién de la
fluoresceina, el fluorocromo ligado al anticuerpo secundario utilizado para
evidenciar DBC1, Ki67 o DCX alternativamente. Es decir, que para cada campo se
tomo6 una microfotografia con DAPI y otra con la marca que identifica DBC1, Ki67
o DCX, segun corresponda. Las microfotografias fueron tomadas utilizando un
objetivo 40x en un microscopio de epifluorescencia Olympus ix81 equipado con
una camara Hamamatsu ORCA ER cooled CCD, controlados mediante el software
Micro Manager 1.4.22 (Institut Pasteur de Montevideo). Para el analisis se
seleccionaron aleatoriamente 30 células en cada campo registrado
correspondiente al canal del DAPI para luego contabilizar cuantos de aquellos
ndcleos marcados con DAPI son también positivos a Ki67. El estudio de la
coincidencia de la sefal en un canal con la sefial en el otro, se realizd
superponiendo las fotografias de la misma zona utilizando el software ImageJ.
Considerando que la variable en estudio (presencia o ausencia de sefal de ki67),
se distribuye en forma binomial y asimétrica (muy pocas células positivas por
campo), calculamos primeramente la probabilidad (p) de encontrar células
positivas en el total de células granulares del campo, analizando aleatoriamente
varios campos. Cada valor de “p” fue considerada una muestra representativa de
la situacion de ese individuo. Como asumimos (de acuerdo al Teorema del Limite
Central) que los valores de “p” tomados de esta forma se distribuiran
normalmente, comparamos controles contra KO utilizando un test de t.

Adicionalmente, se realizaron también experimentos de marcacion con
DCX por inmunohistoquimica en cortes incluidos en parafina. Si bien no utilizamos
las imagenes obtenidas con fines cuantitativos, esta aproximacion experimental
resulté muy util para tener una vision global de la distribucion del antigeno en todo
el territorio neuronal, algo que no pudimos apreciar claramente con la
inmunofluorescencia. La marcacién fue en base al uso de anticuerpos secundarios
unidos a peroxidasa revelada mediante el uso de un sustrato cromogénico, la di
aminobencidina (DAB) y anticuerpos unidos a peroxidasa, ambos reactivos
contenidos en el kit comercial Betazoid DAB Chromogen Kit (cat-# BDB2004 H, L,
MM), de Biocare-Medical.
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De forma complementaria, un grupo de los cerebros fueron destinados a
la realizacion de reconstrucciones volumétricas del giro dentado (objetivo
especifico 3). A todos ellos se los fij6 con paraformaldehido (PFA) y se
mantuvieron conservados en un recipiente con buffer fosfato. Al momento del
procesamiento se los deshidraté con alcohol y se los incluyé en parafina mediante
protocolo estandarizado y se le realizaron cortes coronales seriados de igual
grosor de todo el sistema nervioso utilizando un micrétomo manual (Departamento
de Patologia de Facultad de Veterinaria). Una vez realizados los cortes, se tifieron
con azul de toluidina 1%, tincién sencilla que permitié la observacion de los
ndcleos neuronales, en particular aquellos pertenecientes al giro dentado. Luego
de tefiidos se tomd registro fotografico de todos los cortes utilizando un
microscopio Nikon Eclipse 200 equipado con una cédmara Micrometrics y un
controlador Micrometrics SE Premium (Accu-Scope Inc). Las regiones de interés
(ROIs) contenidas en las fotografias (contorno del giro dentado) fueron
seleccionadas y exportadas al programa ImageJ donde se generdé un stack
ordenado de todas las ROIs en una unica imagen. Utilizando el plug-in 3D del
mismo paquete informatico se calculd el volumen, la longitud y se generé una
imagen volumétrica tridimensional de los giros dentados de los diferentes
animales. Para las comparaciones entre tratamientos, utilizamos el test de
Student.
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RESULTADOS:

1- Caracterizacion de la expresion de DBC1 en el hipocampo de animales de
diferentes edades.

Como punto de partida se realizé la caracterizaciéon de la expresion de
DBC1 en tres regiones de importancia del sistema nervioso central como lo son
cerebelo, corteza cerebral y giro dentado del hipocampo. Se confirmé su presencia
en ellas y las caracteristicas tipicas de expresion como son su ubicacion nuclear y
su abundancia en estas tres zonas. Es de particular importancia para este trabajo
observar la presencia y abundancia de DBC1 en el giro dentado del hipocampo
murino (figura 13).
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Fig. 13: Imunofluorescencia mostrando el patrén de expresion de DBC1 (verde) en cerebelo
(izquierda), corteza cerebral (centro) y giro dentado del hipocampo (derecha); barra, 200 micras.
En la tercera fila se encuentra ampliada la region del giro dentado del hipocampo marcada en
recuadro, visualizando su expresion de DBCL1 (izquierda), DAPI (centro) y coinmunomarcacion
DAPI+DBC1 (derecha). Punta de flecha sefala la marcacion nuclear de DBC1, especial atencion a
la ausencia de marcacion de DBC1 en nucléolo. Barra, 10micras. En la visualizacién comparada se
puede establecer que DBCL1 se ubica de forma muy abundante en las tres zonas.

Para la caracterizacion de la expresion de DBC1 a lo largo de la vida del
individuo, elegimos 1 semana, 8 semanas, 30 semanas (aproximadamente 7
meses) y 105 semanas de vida como momentos representativos de diferentes
etapas de la vida del animal; éstos representan el periodo post natal (1 semana),
la adultez joven (8 semanas), la adultez media (30 semanas) y la senectud (105
semanas), respectivamente. Asi, observamos que existe un momento de mayor
expresion a la semana de edad y que se mantiene relativamente alto durante los
primeros meses de vida para luego caer a niveles muy bajos. Este periodo de
tiempo es particularmente interesante dado que por la bibliografia se sabe que en
el ratén, durante la primer semana de vida, las tasas neurogénicas son
particularmente altas a nivel del giro dentado para luego decaer manteniendo
niveles relativamente altos hasta las 8 semanas, luego de la cual caen
rapidamente. En ese sentido, la expresion de DBC1 se correlaciona
aproximadamente con las tasas neurogénicas adultas a lo largo de la vida del
individuo. De todas formas, la caida en la expresion de DBC1 tampoco parece
constante, habiendo una variacion importante luego de la semana de vida, un
periodo de estabilidad relativamente largo y una nueva caida en animales
envejecidos (figura 9).
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Fig. 14: Expresion de DBC1 a diferentes edades evaluadas por Western Blot. A; comparacion entre
animales de 1 semana, 8 semanas y 30 semanas de vida. B; Comparacion entre animales de 1
semana, 8 semanas y 105 semanas de vida. La sefial de los individuos de una semana fue sobre
expuesta para poder comparar los niveles de expresién de los animales mas viejos. C;
Cuantificacion de la expresibn de DBC1 (como DBCl/actina) en animales de 1 semana, 8
semanas, 30 semanas y 105 semanas de vida. (*) p<0,05; (**) p<0,001 respecto a 1 semana.

2- Estudio de las tasas neurogénicas en el giro dentado de animales KO para
DBC1 y sus controles.

Al realizar inmunofluorescencia de giro dentados del hipocampo con
anticuerpos anti Ki67 (fig. 15) se observé que los animales KO para DBC1
presentan una menor proporcién de células con nucleos positivos a Ki67 a nivel de
la zona subgranular (tabla 1). Esta diferencia es muy sugestiva de mayores tasas
proliferativas en la region de ambos grupos experimentales. Debido a la zona en la
cual se da la marcacion de células Ki67 positivas (zona subrganular del giro
dentado) en donde se espera encontrar principalmente neuronas, y al mismo
tiempo considerando las caracteristicas morfoldgicas de las células marcadas, se
podria sugerir que los cambios en la tasa de proliferacién encontrados se pueden
referir con un incremento en la tasa neurogénica. Sin embargo, considerando que
Ki67 puede marcar precursores tanto del linaje neuronal como glial, no podemos
hacer una extrapolacion directa entre abundancia de células Ki67-positivas con
actividad neurogénica propiamente dicha. Por lo tanto, para poder estudiar si
existe una alteracion a nivel de la actividad neurogénica debemos utilizar un
marcador de neuroblastos como es DCX.
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Fig. 15: Inmunofluorescencia en giro dentado de ratones de 8 semanas. En las microfotografias se
puede observar una regién del giro dentado del hipocampo de ratones WT y KO para DBCL1. A la
izquierda se marca con DAPI (canal azul) nicleos de neuronas. En la columna central se observa
el mismo campo, pero ahora identificando estructuras Ki67 positivas (en blanco). Por ultimo, en la
columna derecha se observa la superposicidon de ambos canales, confirmando que la sefial de Ki67
corresponde a nucleos de células ubicadas en la region sub granular. Barra, 50 micras.

WT

KO

N+/Nt 1
N+/Nt 2
N+/Nt 3
N+/Nt 4
Media

3/140 (2,1%)
6/270 (2,2%)
8/610 (1,3%)
56/3739 (1,49%)
1,43%*

0/140 (0%)
1/300 (0,3%)
3/520 (0,5%)
19/3164 (0,6%)
0,30%*

Tabla 1. Cuantificacién donde se mide la proporcién de neuronas positivas a Ki67 en la zona
subgranular del hipocampo de ratones de 8 semanas WT y KO para DBC1. N+, nlcleos positivos;
Nt, ndcleos totales. *:P<0.02. n=4.
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DCX es un marcador especifico de neuroblastos, por lo cual de existir
diferencias en las tasas neurogénicas, éstas deberian verse reflejadas en
diferencias en la abundancia de células DCX-positivas o en términos mas
generales, de la expresibn de DCX en el hipocampo. Detectamos células
expresando DCX tanto en giros dentados de individuos controles, como de
aguellos KO. Notese que este anticuerpo define muy bien el arbol dendritico pero
no tan claramente el soma celular (figura 16A; flecha y cabeza de flecha,
respectivamente), por lo cual una cuantificacion de células positivas resulta
dificultoso. Notese ademas que la disposicion de estas neuronas no es aleatoria,
sino que sus somas aparecen ocupando en forma exclusivamente la regién sub
granular del giro dentado. Cuando el estudio morfologico se realiza por
inmunofluorescencia (técnica que por sus caracteristicas refleja mas fielmente
eventuales diferencias cuantitativas), apreciamos mas marcacion para DCX en
animales controles (figura 16B).
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Fig. 16: A; Imagen panoramica del giro dentado de un animal WT de 8 semanas al cual se le
realiz6 una inmunohistoquimica contra DCX. Se observa la marcacion particularmente intensa en el
soma (flecha) y las dendritas (cabezas de flecha) de neuronas inmaduras. Nétese la localizacion
del soma preferentemente sobre la regién sub granular y las proyecciones dendriticas hacia la
granular y adentrandose en la molecular. Barra: 100micras B; Inmunofluorescencia de una regién
de la capa granular del giro dentado en animales WT y KO para DBC1 de 8 semanas. DAPI (canal
azul), sefiala nucleos celulares; DCX (en blanco) que sefiala proyecciones de neuronas inmaduras.

Se aprecia marcacion mas intensa en los animales controles. Barra: 200micras

El andlisis de los niveles de DCX evidenciados mediante western blot (fig.17)
demuestra diferencias significativas entre ambos grupos experimentales, siendo
mayor en los controles. Este resultado va en la misma linea que lo sugerido por la
expresion de Ki67.
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Fig. 17. Expresion de doblecortina en hipocampos de animales KO para DBCL1 y controles de 8
semanas. A; Western Blot midiendo la expresiéon de DCX en animales WT y KO para DBC1 de 8
semanas de vida. B; Cuantificacion de DCX (expresada en relacion a la actina) en animales WT y

KO para DBC1 de 8 semanas de vida. * p< 0,05.
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3- La ausencia de DBC1 induce cambios morfologicos en el giro dentado.

La reconstruccion tridimensional de los giros dentados genera imagenes
sugestivas de cambios morfologicos de dicha region del hipocampo. Las
reconstrucciones de los diferentes giros dentados, permite distinguir en forma
consistente una region anterior de volumen relativamente pequefio y una region
mA&s posterior con una proyeccion ventral mas importante (figura 18A). Sin
embargo, constatamos una variabilidad importante entre ellos en detalles mas
finos de la morfologia como ser las contribuciones relativas de ambas zonas al
largo total del nucleo y el grado de la proyeccion ventral de cada uno. Esto nos
llevo a elegir como variable de comparacion entre ellos, el parametro mas facil de
determinar que fue el largo del eje antero-posterior, que representa el largo del
hipocampo. Se registraron y compararon los pesos de los cerebros a partir de los
cuales se reconstruyeron los giros dentados, no encontrdndose diferencias
significativas entre ellos (figura 18B). Asi, se decidié normalizar los valores de los
ejes antero-posteriores respecto al peso de cada cerebro y de esta forma, poder
hacerlos mas facilmente comparables. Se observaron diferencias significativas en
los largos de los giros dentados en animales KO para DBC1 comparados con los
animales WT, siendo los controles quienes tenian los ejes mayores (figura 18C).
No se encontraron alteraciones microscopicas llamativas durante la observacion
de los cortes del giro dentado, encontrandose una capa granular de grosor
aparentemente normal, presentando células de apariencia también normal.
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Fig. 18: Estudio morfolégico del giro dentado del hipocampo en animales WT y KO para DBC1. A)
Comparativa de reconstrucciones digitales tridimensionales de giros dentados de animales WT y
KO para DBCL1. Con flecha roja se representa el eje dorso-ventral mientras que con la flecha negra
el eje antero-posterior. En este Ultimo es que se observa diferencias en longitud cuantificada en la
fig. 15. Ademas se pueden observar las alteraciones morfologicas en la estructura general. Barra,
0.5 mm. B) Representacion gréafica de las medias de los pesos de encéfalo (g) de animales WT y
KO de 8 semanas de vida. No se observan diferencias significativas (n/s). El peso del encéfalo al
mantenerse igual sefiala que no existen diferencias en los tamafios generales del encéfalo. C)
Representacion gréafica de la relacion entre la longitud del eje antero posterior del giro dentado
(um) y peso del encéfalo (mg) en animales WT y KO de 8 semanas de vida. p=0,034.
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DISCUSION:

Este trabajo se apoya en una serie de trabajos recientes que abordan el
rol de DBC1 como parte de la regulacion del ciclo celular de diferentes tipos
celulares in vitro e in vivo, como son los hepatocitos (Santos et al., 2019) o
adipocitos (Escande et al., 2015). Dentro de eso, el principal aporte es proponer a
DBC1 como un posible regulador in vivo del ciclo celular en neuronas,
especificamente vinculada a un proceso sumamente particular como es la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo. Esto por un lado aporta a seguir
corroborando el rol de DBC1 como regulador del ciclo celular en general, poniendo
a prueba la hipétesis en el sistema nervioso, sitio que permanecia inexplorado.
Ademas el estudio del rol de DBC1 como regulador de la neurogénesis y/o
diferenciacion neuronal en el giro dentado del hipocampo permite avanzar en el
conocimiento de esta proteina en particular pero también comprender mas sobre
los procesos que ocurren en el hipocampo posiblemente vinculados a la
neurogeénesis, como son el aprendizaje y la memoria. Estos procesos son de suma
importancia por lo que conocer méas sobre ellos y su funcionamiento en presencia
0 ausencia de DBCL1 podria llegar a ser relevante incluso para entender que es lo
gue ocurre durante la vejez, las enfermedades o cualquier proceso que lleve a la
afeccién de la neurogénesis o a la funcionalidad del hipocampo en general.

Luego de realizados los ensayos experimentales, consideramos que
nuestra hipétesis basada en la bibliografia mencionada anteriormente, sefialando
el supuesto rol de DBCL1 en la regulacion del ciclo celular en diferentes tejidos y en
particular en el hipocampo, se ha visto reforzada. Se ha arribado a esta conclusion
a partir de los diferentes resultados que se han explicitado en el trabajo. Lo
primero realizado fue la caracterizacion de la expresion de DBC1 a lo largo de la
vida del individuo vinculando la misma con los diferentes niveles de neurogénesis
adulta. La neurogénesis adulta en el ratdbn comienza con niveles muy altos en los
primeros dias de vida, considerandose esto como el final del proceso de
neurogénesis fetal. Posterior a la semana de vida disminuye levemente para luego
experimentar una abrupta caida aproximadamente a la semana 8-9 de vida en el
ratbn (Ansorg, Witte y Urbach, 2012), alcanzando niveles muy bajos que se
mantendran apenas detectables por el resto de la vida del individuo.

Para la realizacion del trabajo se tomaron diferentes edades
representativas (1 semana, 8 semanas, 30 semanas y 105 semanas).
Encontrandose que la expresion de DBC1 comienza a niveles altos a la semana
de vida, disminuye para las 8 semanas, disminucion que si bien existe se
estabiliza y mantiene niveles relativamente altos hasta las 30 semanas de vida
para luego desplomarse a niveles muy bajos a las 105 semanas de vida. El hecho
que la expresion de DBC1 a lo largo de las diferentes edades realice una curva
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semejante a la de la neurogénesis, sumada a su expresion particularmente
abundante en uno de los focos de neurogénesis adulta (zona subgranular del giro
dentado del hipocampo) y su vinculacion a la regulacion del ciclo celular en
diferentes tejidos no confirma que DBCL1 regule la neurogénesis o la diferenciacion
neuronal pero si podemos afirmar que son muy sugestivos en cuanto a relacionar
DBC1 con el proceso de neurogénesis y/o diferenciacion neuronal en el giro
dentado del hipocampo.

Es importante aclarar que cuando hacemos mencion a DBC1 como
posible reguladora del ciclo celular a nivel del giro dentado del hipocampo, dicha
proteina podria actuar en dos niveles diferentes. La primera posibilidad seria que
afecte al momento de la neurogénesis en si misma y como consecuencia podria
ocurrir que exista una menor tasa de reposicion de células neurales progenitoras.
Por otra parte, podria ocurrir lo que se esta afectando fuera el proceso de
diferenciacion neuronal, siendo dicho proceso iniciado normalmente pero con
pérdida de neuroblastos durante la diferenciacion. Esto lleva a la generacion de
una menor proporcion de neuronas adultas. Los resultados obtenidos en esta
tesis, pueden explicarse por ambas posibilidades. Para aproximarnos mas a poder
determinar la presunta relacién entre DBCL1 y la neurogénesis y/o diferenciacion
neuronal se han realizado multiples inmunofluorescencias y western blots con sus
respectivas cuantificaciones. Estos procedimientos se hicieron utilizando dos
marcadores (Ki67 y DCX). Ki67 es basicamente un marcador de proliferacion
celular, mientras que DCX corresponde a una proteina asociada a microtiubulos de
neuronas inmaduras. Por eso, es importante aclarar que los Ki67 no sefala
células inmaduras que necesariamente se trasformaran en neuronas adultas ya
que también podrian marcar células que luego se diferencien en glias o en células
gque no lleguen a diferenciarse en neuronas maduras porque mueren por
apoptosis. Sobre este punto consideramos que al marcar células en la capa
granular y que dicha capa no presenta glias, se refuerza la presuncién de que si
se estén marcando células inmaduras que se transformaran en neuronas adultas.
Por otra parte, las marcaciones observadas en la capa polimérfica podrian ser
células que luego se diferencien en glias.

Los resultados obtenidos en los experimentos mencionados anteriormente
muestran que existe una disminucion en la cantidad de células inmaduras
reactivas a cualquiera de los dos marcadores utilizados en el giro dentado del
hipocampo de animales KO para DBCL1. La diferencia es notoria a la observacion
de las inmunofluorescencias en la zona subgranular del giro dentado. Esta
diferencia se ha podido demostrar que es estadisticamente significativa mediante
la cuantificacién de las mismas. Para confirmar la disminucion de células del linaje
neural, también se realiz6 la medicibn de DCX mediante Western Blot.
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Observandose resultados que sefialan también una disminucion en la proporcion
de DCX en los hipocampos de animales 8 semanas, KO para DBCL1.

A futuro se propone continuar avanzando en los estudios para lograr
determinar en qué momento de la vida celular es que interviene DBC1. Existiendo
basicamente tres posibilidades: en la division de precursores, en la diferenciacion
neuronal o en ambas. Para ello se debera realizar otros experimentos utilizando
distintos marcadores que logren sefalar lo antes mencionado. Un experimento
que seria importante realizar con este propdésito es la marcacion con
bromodesoxiuridina (BrdU) con diferente plazo entre la inyeccion del marcador y el
sacrificio. Al BrdU ser un analogo de la timidina, este compuesto se incorpora a las
células en division activa, es decir a precursores neurales. BrdU cuenta con la
particularidad de que una vez incorporada a la célula permanece en ella de forma
indefinida y solo desparecera la marcacion si la célula deja de existir durante el
proceso de diferenciacién o luego. Con eso en cuenta, se pueden seleccionar dos
momentos distintos de sacrificio: uno muy temprano (pocas horas post inyeccion)
y otro mas tardio (varias semanas después). Con el grupo sacrificado pocas horas
post inyeccidbn se podrda obtener panorama de la actividad instantanea de
generacion de células de remplazo que esta ocurriendo en el momento mismo de
la inyeccion. Mientras que con el grupo sacrificado varias semanas después se
podra observar cuantas células de las que fueron marcadas al momento de
inyeccion lograron culminar todo el proceso de diferenciacion y alcanzaron a ser
neuronas maduras, semanas mas tarde. En este caso, para asegurarnos que las
células BrdU positivas sean neuronas maduras (y no glias), se podria utilizar
simultaneamente un marcador de neuronas diferenciadas como NeuN y cuantificar
solo aquellas células con la doble marcacion BrdU/NeuN. Ambos grupos deberan
contar con animales WT y KO para DBC1 que permitan realizar la comparacién. Si
existe diferencia entre las poblaciones WT y KO en el grupo de los animales
sacrificados pocas horas post inyeccién podriamos asegurar que la diferencia
ocurre en las tasas mitéticas de progenitores neuronales. Por otra parte, si existe
diferencia entre ambas poblaciones en el grupo de animales sacrificados varias
semanas posteriores a la inyeccion podriamos decir que es el proceso de
diferenciacion neuronal quien realmente se ve afectado. Finalmente, otro aspecto
importante a explorar es el mecanismo de regulacion del ciclo celular que opera a
través de DBCL1. Si esta regulacion es un efecto directo de DBC1 o es a través de
una via canoénica, es un tema totalmente abierto. Por ejemplo, tanto p53 como
BRCAL son conocidos oncogenes cuya regulacion esta bajo control de SIRT1 (Li
et al, 2014; Yi y Luo, 2010) y como se comentdé SIRT1 esta bajo el control de
DBC1. Asi la hipotesis de la participacion de una via regulatoria de este tipo,
resulta altamente probable.
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En suma, se han encontrado disminuida la expresion tanto de Ki67 como
DCX en giros dentados de animales KO para DBC1 lo que puede ser interpretado
como una disminucién en la proporcion de neuroblastos y que por ende se
encuentra disminuida la neurogénesis y/o diferenciacion neuronal. Lo anterior
sugiere que DBC1 tiene un rol importante en el control del ciclo celular de las
células del giro dentado del hipocampo. La funcion de DBC1 seria particularmente
sensible ya que la zona afectada es una de las tan solo tres donde se produce el
proceso de la neurogénesis adulta.

Ha sido reportado que la reduccion experimental de la neurogénesis en el
giro dentado, genera alteraciones estructurales en dicho nucleo nervioso (Ansorg
et al., 2012) y considerando los resultados obtenidos en la inmunomarcacion, nos
propusimos confirmar si lo mismo estaria ocurriendo en nuestro modelo. Un
resultado positivo en ese sentido, estaria reforzando la observacion anterior y a su
vez también nuestra hipotesis. Para ello, se realiz6 la construccion de réplicas
digitales tridimensionales de los giros dentados de animales WT y KO para DBC1
utiizando el programa informatico ImageJ. En dichas representaciones se
encontraron diferencias significativas en la longitud del eje antero posterior de los
giros dentados del hipocampo, donde los animales KO para DBC1 lo presentaban
disminuido con respecto a los WT. Es importante mencionar que esta alteracion
morfolégica es exclusiva de los giros dentados del hipocampo y no de los
encéfalos totales donde sus pesos se mantienen.

Como se menciond, el giro dentado del hipocampo es una zona
particularmente sensible debido a ser un punto de neurogénesis adulta y estar
vinculada con procesos de importancia como la memoria y el aprendizaje. Esto,
sumado a que por bibliografia se conoce que las alteraciones estructurales traen
como consecuencia afecciones cognitivas es que nos lleva a plantearnos la
hipétesis de que la ausencia de DBC1 repercutira en la disminucion de la
capacidad de aprendizaje de los ratones y su capacidad de memoria espacial.
Para determinar si esto es asi se podrian realizar distintos tipos de test
comportamentales en animales WT y KO para DBC1. Algunos ejemplos posibles
seria: La realizacion del test de Reconocimiento de objetos novedosos (Ennaceur
y Delacour, 1988) donde podriamos determinar si existen diferencias cognitivas
entre los dos tipos de animales especificamente, la formacién y consolidacion de
nuevas memorias, lo cual requiere de la funcionalidad el hipocampo. Dicho test
explora la tendencia que naturalmente tienen estos animales a la exploracion de
objetos novedosos. A medida que van pasando las sesiones de entrenamiento y el
objeto se va tornando familiar, se espera que el tiempo dedicado a su exploracién
disminuya en relacion a objetos novedosos que se le presenten. Un
comportamiento diferente al esperado puede ser interpretado como una alteracion
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en la formacion de memorias. Por otro lado, se podria evaluar la memoria espacial
(también dependiente del hipocampo) mediante diferentes tests como por ejemplo
el laberinto de Barnes (Barnes, 1979). Dicho laberinto consta de una plataforma
circular elevada a 90cm de altura con 18 agujeros de 9 cm de didmetro separados
por 20° de arco, donde uno permite el acceso a la denominada caja de salida. El
ratdbn es colocado en el centro del laberinto y su instinto lo llevara a buscar la
salida, en las sesiones siguientes se mide el tiempo que demoran en encontrar la
salida y la cantidad de errores antes de encontrar la misma. Lo esperable seria
que el tiempo vaya disminuyendo a lo largo de las sesiones al igual que la
cantidad de errores.

Resumiendo, en el trabajo presentado se ha encontrado una correlacion a
lo largo de la edad entre la expresion de DBC1l y la neurogénesis. Se ha
encontrado una disminucion de neuronas inmaduras en animales KO para DBC1
medida de diversas formas. Por ultimo, también se encontraron alteraciones
morfolégicas en el giro dentado del hipocampo de ratones KO para DBC1. Todos
estos resultados llevan a proponer que DBC1 cumple un rol importante en el
desarrollo de la neurogénesis y/o diferenciacién neuronal adulta, Describir mejor el
mecanismo y la relevancia fisiolégica de esta modulacién requerirda muchos y
nuevos experimentos.
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CONCLUSIONES:

Se determind que la expresion de DBC1 en el hipocampo presenta
variantes durante la vida del individuo coincidentemente con las variaciones en la
neurogénesis adulta.

También se observaron diferencias significativas en la expresion de Ki67 y
DCX entre animales WT y KO para DBC1. Ambos marcadores se encontraron
disminuidos en su expresion en animales KO para DBC1, significando una
disminuciébn en la proporcion de neuronas inmaduras y por ende de la
neurogénesis y/o diferenciacién neuronal en estos animales.

Por ultimo, se comprobaron alteraciones morfolégicas en giros dentados
de hipocampo de animales KO para DBC1, especificamente una disminucién en la
longitud del eje antero posterior.

Resumiendo, encontramos que DBC1 cumple un rol importante en el
sistema nervioso central, particularmente en el giro dentado del hipocampo,
relacionado a la neurogénesis y/o diferenciacion neuronal en la vida adulta.
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