UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS

DE HIDALGO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

Efecto del estrés en las etapas tempranas de la vida sobre la

proliferacion celular en el hipocampo de ratas adultas.

TESIS
PARA OBTENER EL TITULO DE QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA
CARLOS ALFREDO GARCIA CRUZ

DIRECTORA DE TESIS:
D.C. NAIMA LAJUD AVILA

Morelia, Mich. Mayo de 2021



El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Neurobiologia del
Desarrollo de la Division, de Neurociencias del Centro de Investigacion
Biomédica de Michoacan del Instituto Mexicano del Seguro Social, en el marco
del protocolo de investigacion titulado: "Caracterizacion del efecto del
enriguecimiento ambiental sobre la neurogénesis hipocampal y el desempefio
cognoscitivo en un modelo combinado de lesion cerebral traumatica y maltrato
infantil en ratas" con nimero de registro ante el comité nacional de investigacion
en salud no: R-2016-785-054. El cual, cont6 con apoyo financiero completo del
fondo sectorial de investigacion en salud y seguridad social CONACyYT/FOSISS
No: FIS/IMSS/PROT/1769.



indice

YN =T L=Tox 0 41 T=T o] (0 1 SRR 4
11 0T 8Tt ox T} o NN 7
AV F= T g oo I (=10 ] £ o] o TN 9
El CONCEPLO A ESIIES ... .. e 9
El eje HPA y larespuesta al €StréS ..........ccoeiviiiiiiiiiiiiciicie e 10
Neurogénesis adulta.............uuuuiiii i 15
Efecto del estrés sobre la neurogénesis adulta................ccoeevvveviiicinennnn. 19
Estrés en las etapas tempranas de la vida (ELS).........cccccceviiiiiiiiiieennnnnn. 20
Modelos de ELS: Separacion maternal (MS) ........ccccvviveeeeeeenniiiiiiiiieeeeen. 21
Y (ST ot =0 (=T | (U 23
B 11 1S3 1] 1= VT | o 24
1T 00 L= L EEPPR P 25
(@] 0] 1= 11V 0 PSRRI 25
Material Y MELOUOS ......uueieiieie e e e e 26
S U1 7= 1o [ 1P 30
D 1Yo 1] o] o N 33
(@] o 11 5] T o 35

BIDIOGIafia ...ccceeeeeieeee e 36



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi gratitud hacia mi asesora, la Dra. Naima Lajud Avila por
brindarme la oportunidad de realizar el presente estudio, guiarme durante cada paso de

éste con apoyo y comprensién hasta su término.

Mi mayor agradecimiento hacia mis padres. A mi madre, fuente de vida e
inspiracién en esencia, quien depositd confianza y esperanza en miy no dudé en apoyar
mis decisiones. A mi padre, fuente de energia y fortaleza; reservado en su caracter,

pero de una calidez enorme.

Gracias a mis sinodales por su amabilidad y obsequiarme de su tiempo para ser
participes de este proyecto; y a los excelentes docentes que me encontré en el camino,

cuya pesada, pero gratificante labor, rinde los mejores frutos.

A mis amigos y a todos aquellos dentro y fuera de nuestro de investigacién que

de alguna manera contribuyeron a que este estudio se llevara a cabo.

A la curiosidad, por ser un incansable motor en el animo del ser humano y

detonante de nuevos caminos y descubrimientos.

A la musica, refugio y compariero de travesia; aguas tonificantes y fuente de

inspiracion.



RESUMEN

Diversos estudios muestran una correlacion significativa entre las personas que padecieron
estrés en las etapas tempranas de la vida (ELS) con aquéllas que tienen una susceptibilidad
mayor a padecer trastornos neuropsicopatolégicos durante la adultez. Sin embargo, aln es
necesario esclarecer los mecanismos y las condiciones bajo las cuales el ELS puede
afectar el desarrollo estructural y funcional del cerebro, y de qué manera estos efectos se
ven prolongados durante la adultez y si existe la posibilidad de revertirlos. En este estudio
empleamos el modelo de separacion maternal (MS) para obtener informacion sobre los
efectos del ELS en la neurogénesis adulta, especificamente sobre la etapa de proliferaciéon
celular y determinar si éstos afectan el desarrollo posnatal de la la zona subgranular (SGZ)
que conlleve a una modificacion a largo plazo de la estructura y funcién del hipocampo.
Nuestros resultados indican que la MS no tiene efecto sobre la proliferacién celular en la
SGZ y tampoco observamos efecto significativo de la MS sobre el volumen de la SGZ. Al
evaluar el fenotipo de las células que se encontraban proliferando, observamos que la MS
no afecta el nimero de células Ki67+ con fenotipo GFAP. Finalmente, encontramos que los
progenitores neurales que se encuentran activos en el nicho neurogénico adulto pertenecen
a una poblacion diferente que aquellos que proliferan durante el periodo de exposicién al
estrés. No obstante, solo nos fue posible la identificacion de una célula en la que co-
localizaron los marcadores BrdU y Ki67. Concluimos sefialando que nuestros resultados
muestran valores disminuidos en el grupo sometido a MS aunque no son significativos. Por
ello, consideramos que es necesario que futuras investigaciones evallen la actividad del
nicho neurogénico en puntos especificos del neonato y adulto, de manera que pueda
identificarse si en algun momento estas disminuciones representan cambios significativos
que conduzcan a una modificacion a largo plazo de la estructura o funcionamiento del

hipocampo.

Palabras clave: separacion maternal, neurogénesis, ansiedad, neuropsicologia, progenitor
neural



ABSTRACT

Several studies show a significant correlation between individuals who experienced
early life stress (ELS) and those who are more susceptible to
neuropsychopathological disorders during adulthood. However, the mechanisms
and conditions under which ELS may affect the structural and functional
development of the brain, how these effects are prolonged into adulthood, and
whether there is a possibility of reversing them remain to be clarified. In this study,
we employed the maternal separation (MS) model to gain insight into the effects of
ELS on adult neurogenesis, specifically on the cell proliferation stage, and to
determine whether these affect postnatal development of the subgranular zone
(SGZ) leading to long-term modification of hippocampal structure and function. Our
results indicate that MS has no effect on cell proliferation in the SGZ and we
observed no significant effect of MS on SGZ volume. When assessing the phenotype
of proliferating cells, we observed that MS does not affect the number of Ki67+ cells
with GFAP phenotype. Finally, we found that neural progenitors that are active in the
adult neurogenic niche belong to a different population than those proliferating during
the stress exposure period. However, we were only able to identify one cell in which
BrdU and Ki67 markers co-localized. We conclude mentioning that our results show
decreased values of the group subjected to MS although these are not significant.
Therefore, we consider that further investigation should aim the activity of the
neurogenic niche at specific points in the neonate and adult, so that it can be
identified whether at some point these decreases represent significant changes

leading to a long-term modification of the structure or function of the hippocampus.



INTRODUCCION

En México, 39.2 millones de personas son menores de 15 afios y en Michoacan
representan al 29% de la poblacién (INEGI 2017). Este sector es el mas vulnerable a la
violencia que se vive en el pais, no sélo en el entorno publico, sino también en el familiar.
De acuerdo al Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF), 1 de cada 2
nifios ha sufrido una agresién psicolégica por algiin miembro de su familiay 1 de cada
15 ha recibido una forma de castigo fisico severo. Ademas, cerca de la mitad de la
poblacién vive en condiciones de pobreza, y de ellos, el 20% vive en pobreza extrema
(UNICEF, 2017).

Las experiencias adversas pueden ocasionar estrés en las etapas tempranas de
la vida (ELS por sus siglas en inglés) del individuo y activar la respuesta del eje
hipotalamo-hipéfisis-glandulas suprarrenales (HPA por sus siglas en inglés) (Plotsky &
Meaney, 1993). Este eje participa en la respuesta al estrés a través de una reaccion en
cascada que concluye con la liberacion de glucocorticoides (GC) en el torrente
sanguineo (Chrousos & Gold, 1992). A diferencia del estrés en el adulto, el ELS puede
desregular el eje HPA a largo plazo de manera irreversible y ocasionar que responda al
estrés de manera inadecuada (Krueger, 1983; Ladd et al., 2000; Parker et al., 2000).
Esta sensibilizacion al estrés puede explicar la correlacion significativa que indican
diversos estudios sobre las personas que padecieron ELS con aquéllas que tienen una
susceptibilidad mayor a padecer trastornos neuropsicopatolégicos durante la adultez (p.
ej. depresidn y ansiedad) (Cohen et al., 2006; Edwards et al., 2003; Heim & Nemeroff,
2001; Huh etal., 2014; Sheline etal., 1996); asi como un menor desempefio
cognoscitivo (McEwen & Sapolsky, 1995; Pechtel & Pizzagalli, 2011).

El hipocampo es una region del cerebro importante en la regulacion del eje HPA
(Herman et al., 2005) y tiene un papel crucial en las asociaciones a corto y largo plazo
(Spencer & Bland, 2019), en la navegacion espacial (Van Strien et al., 2009), y en el
aprendizaje dependiente de emociones como el miedo (Davis, 1992). Por otro lado, en
el hipocampo se encuentra la zona subgranular (SGZ) del giro dentado (DG), uno de
los dos nichos neurogénicos donde se lleva a cabo la neurogénesis en el adulto
(Eriksson et al., 1998). La neurogénesis es un proceso en el que nuevas neuronas son
generadas a partir de células madres neurales (Ming & Song, 2011). Las etapas de este
proceso consisten en: proliferacién, migracion, sobrevivencia e integraciéon (Alvarez-
Buylla & Lim, 2004); y pueden resultar afectadas por diversos factores como el estrés

(Lucassen et al., 2015).



La separacion maternal (MS por sus siglas en inglés) es un modelo experimental
que nos permite obtener informacion sobre los efectos del ELS en la neurogénesis
adulta (Plotsky & Meaney, 1993). Estudios indican que existe una disminucién en la
sobrevivencia de las neuronas generadas durante el periodo de exposicion al estrés,
gue hay un aumento transitorio en ratas juveniles y finalmente una disminucién de la
proliferacion y sobrevivencia de las nuevas neuronas en la rata adulta joven que sigue
siendo notable en ratas mayores a 10 meses (Hulshof et al., 2011; Lajud et al., 2012;
Mirescu et al., 2004; Ruiz et al., 2018; Suri et al., 2013). Sin embargo, el efecto de la
SM sobre la proliferacion celular del hipocampo aun es controversial por lo que en este
estudio consideramos importante evaluar los efectos sobre la etapa de proliferacion
celular para determinar si éstos afectan el desarrollo posnatal de la SGZ que conlleve a

una modificacion a largo plazo de la estructura y funcion del hipocampo.



MARCO TEORICO

El concepto de estrés

En la época antigua, los fildsofos dieron origen a conceptos como armonia,
isonomia y eucrasia mediante los cuales explicaban un equilibrio del cosmos, la vida o
los humores descritos por Hipdcrates. Sin embargo, es hasta el siglo XIX, cuando
Claude Bernard va mas alla en el campo de la biologia al proponer su teoria del medio
interno (milieu intérieur), en la cual sefiala que un equilibrio dindmico entre el organismo
y el medio externo, es una condicién necesaria para la vida del organismo (Bernard,
1865). Asi, este medio interno puede compensar un cambio que suceda en el exterior.
Walter Bradford Cannon, amplia este concepto durante sus investigaciones y utiliza el
término homeostasis para referirse al conjunto de mecanismos mediante los cuales el
organismo se organiza para responder a estos cambios del exterior y volver al estado
de equilibrio constante (Cannon, 1932). Ademas, introduce el concepto de reacciéon de
lucha o huida (flight-or-fight reaction), a través del cual explica cémo el organismo
responde a una situacion extrema de amenaza o presion optando por una de estas vias.

La palabra estrés tiene su origen etimologico en el latin, stringere y a su vez del
griego antiguo, strangalizein, cuyo significado es provocar tension (Nicolaides et al.,
2014). Hans Selye introduce esta palabra en el campo de la fisiologia para referirse a la
respuesta no especifica de un cuerpo a cualquier demanda que se le haga (Selye,
1956). Defini6 el concepto de estresor como cualquier evento capaz de poner en peligro
la homeostasis y explico la respuesta al estrés mediante el siguiente ejemplo: el efecto
gue tiene la administracién de insulina en el organismo es especifico sobre el descenso
de los niveles de glucosa en sangre, luego entonces no es un estresor; no obstante,
puede convertirse en uno, si se sigue administrando de manera continua o si se
aumentan las dosis, ya que el organismo responde aumentando la secrecién de
catecolaminas y corticoides, el cual es un efecto no especifico (Szabo et al., 2012). Este
efecto “no especifico” es el que se observa en el organismo estresado, un estado en el
gue la homeostasis se ve potencial o seriamente amenazada (Godoy et al., 2018).

A estas aportaciones, se suma el concepto de alostasis introducido por Peter
Sterling. Este concepto precisa el proceso de adaptacion que asegura la homeostasis.
Sterling explica que los parametros fisioldgicos conforman estados estacionarios que
cambian de acuerdo a la informacién continua que el organismo recibe del exterior.
Sefiala que un estado estacionario en cuestion, puede ser mas conveniente durante el
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dia que durante la noche. Y es con este ejemplo que explica como el organismo puede
variar los parametros necesarios para adaptarse a la situacion en que se encuentra
(Sterling & Eyer, 1988). Bajo este orden de ideas, Bruce McEwen y Eliot Stellar,
observaron que el estrés ejercido de manera continua o repetida puede alterar la
alostasis y predisponer al individuo a una enfermedad. McEwen y Stellar se refirieron a
este estado con el nombre de carga alostatica. Esto es, el costo de adaptacion que tiene
una respuesta al estrés inadecuada o sobreestimulada en el organismo (McEwen, 2001;
McEwen & Stellar, 1993).

A pesar de los efectos negativos del estrés, Seyle llegé a la conclusion de que
el estrés no debe ser considerado sélo como tal (distrés), sino que también puede ser
benéfico (eustrés), ya que el individuo tiene la oportunidad de mejorar su adaptacion al
medio, y ademas, puede encontrar la experiencia como gratificante (p. ej. Una
competencia deportiva) (Selye, 1974). Por tal motivo, es importante conocer los
diferentes tipos de estresores. Estos pueden tener un origen: psicoloégico; como
problemas familiares, econémicos, falta de informacioén, es decir, aquellos que muestran
con incertidumbre el futuro; o fisioldgicos, como deshidratacion, hemorragia, inflamacion
sistémica, etc. Pueden considerarse ligeros, moderados o severos en funcién de la
intensidad; agudos o cronicos dependiendo del numero de eventos estresantes y
tomando en cuenta su duracion. Finalmente, es importante considerar que la magnitud
y efectos de la respuesta al estrés no sélo dependen del estresor en si, sino también de
otros factores tales como la genética y la percepcion del individuo (Lucassen et al.,
2015).

El eje HPA y larespuesta al estrés

Seyle creo un perfil gue denomino Sindrome General de Estrés (Selye, 1936) el
cual describe cémo el organismo se enfrenta al estrés. En la primera etapa, la
exposicion al estresor activa la respuesta al estrés. Esta respuesta (FIG. 1) se da a
través de dos ejes principales, el sistema simpatico-adreno-medular (SAM) vy el eje
hipotaldmico-hipofisario-suprarrenal (HPA). El SAM brinda una respuesta parecida a un
acto reflejo, lo que permite al organismo una rapida adaptacion fisiolégica para entrar
en un estado de alerta o vigilia. La segunda etapa es de resistencia. En esta, el

organismo se enfrenta al estresor y se adapta. Es aqui cuando se activa la respuesta
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del eje HPA, dando inicio a una reaccion en cascada que culminaré con la liberacién de
GC en el torrente sanguineo (Chrousos & Gold, 1992).

Activacion de la respuesta al estrés

Estresores

Lresort Estresores
psicolégicos fisicos
- a X
Activacion
Eje hipotalamico-hipofisiario Eje simpatico-adreno-
-suprrarenal (HPA) medular (SAM)
Medladores
Receptores especnfcos
l Cerebro
Cerebro
Cuerpo
Moviizacién de energs Efectos gendmicos Efect gendmicos
Cambias mwmgu Programacién epigénetica Reao::nnommobgca
Activacion de sistemna Inmunolgico
Supresion de la digestion ’

Inhibicién de reproduccion sexusl

Maquingria celular aiterada l
Excitabilidad cetular
Plasticidad neuronal
Plasticidad sindptica

ambios psicolégicos y conductualesd

Adaptacion

Figura 1. Esquema sobre la activacion de respuesta al estrés (Modificado de Godoy, et al., 2018).

El eje HPA se conforma por el hipotalamo y la hipdfisis ubicados en el cerebro;
y las glandulas suprarrenales, localizadas en la parte superior de cada rifién (Ladd et al.,
2000). Cuando el eje HPA se activa (FIG. 2), las neuronas ubicadas en el nacleo
paraventricular del hipotalamo (PVN) comienzan a secretar factor liberador de
corticotropina (CRF) y vasopresina (AVP). Enseguida, el CRF y la AVP se liberan en los
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vasos del sistema portal hipofisial que conducen al I6bulo anterior de la pituitaria. Aqui,
el CRF y la AVP estimulan la sintesis de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH). La
ACTH se libera e ingresa al torrente sanguineo, llega a las glandulas suprarrenales y

estimula la secrecion de GC (Smith & Vale, 2006).

- PVN PVN
Hipotalamo
== ~
: N |
i AVP AVP Y
/ CRF CRF ¥
i () ....... Sistema portal hipofisial
Hidfisis i iy .
Ipofisis | Sz Lobulo anterior NS '
: " CRFR1B Amp IP;, DAGAVIE !
‘; / ACTH \ i
MC2-R MC2-R
\\ ', %@ “ ,l
Glandula ' I
suprarrenal 4
. Glucocorticoides (GC) e

Figura 2. Representacidn esquematica de la reaccion del eje HPA durante la respuesta al estrés
(Modificada de Smith y Vale, 2006). Las lineas azules sefialan el flujo de secrecion de GC. Las células
del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) secretan Factor liberador de cortocotropina (CFR)
se une al receptor CRF tipo 1 (CRFR1) en la hipdfisis y activa una serie de eventos por la via del
Adenosin monofosfato ciclico (¢CAMP) donde participan también el Trifosfato de inositol (IP3) y el
Diacilglicerol (DAG), e induce la liberacion de hormona adrenocorticotropica (ACTH) en la
circulacion sistémica. De manera sinérgica, la vasopresina (AVP) estimula la liberacion de ACTH a
través del receptor de vasopresina Vig en presencia de CRF. La ACTH se une al receptor de
melacortina tipo 2 (MC2-R) en la corteza suprarrenal, donde estimula la sintesis y liberacion de GC
a través de la via del cAMP. Las lineas rojas indican la inhibicién del eje HPA por retroalimentacion
negativa a través de receptores intracelulares en el cerebro y tejidos periféricos.
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Los GC, cortisol en el humano y corticosterona en roedores, son hormonas
esteroideas que traspasan la membrana celular facilmente, tienen efectos importantes
en el organismo y participan en la regulacion del metabolismo principalmente a través
del higado, musculo y tejido adiposo; en el tono cardiovascular, en el sistema
inmunologico, asi como en otros procesos relacionados con el crecimiento, la
reproduccion y la conducta en humanos (Charmandari et al., 2005). Los niveles de GC
en el organismo siguen un ciclo circadiano y su pico se encuentra durante la fase activa
del ciclo diurno (Keller-Wood & Dallman, 1984), mientras que en ratas el pico se
encuentra en la fase activa del ciclo nocturno (Sapolsky, 1992). La activacién de la
respuesta al estrés altera este ciclo ya que aumenta los niveles de GC. Este aumento
permite que el organismo pueda lidiar con el estresor al proveerle la energia para tal fin.
Una vez que el individuo ha logrado adaptarse al estresor, el periodo de estrés concluye
y los niveles comienzan a disminuir hasta recuperar los niveles basales. Esta regulacion
se da a través de dos maneras principales: la primera es una respuesta inmediata de
retroalimentacién negativa y sucede mediante la unién de los GC con los receptores de
glucocorticoides (GR) y los receptores de mineralocorticoides (MR), estos ultimos con
mayor afinidad (Herman et al., 2005). La segunda forma, es una respuesta lenta o
retrasada, puede considerarse patoldgica y se activa cuando el tiempo de exposicion a
los GC es prolongado o cronico. En esta regulacion, ocurre una disminucién de ACTH
al reducir la expresion de mRNA que codifica para proopiomelanocortina (POMC) el
cual es la molécula precursora del ACTH (Keller-Wood & Dallman, 1984).

Los receptores GR y MR se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro.
Dos de las regiones con mayor concentracion de GR y MR son el PVN del hipotalamo
y el hipocampo. Una alteracion directa o indirecta en estas zonas puede modificar la
respuesta al estrés. En el PVN esto puede ocurrir a través de la expresién de CRF
cuando las neuronas del PVN resultan afectadas; o por vias catecolaminérgicas cuando
se afectan algunas de las proyecciones aferentes de neuronas del tronco encefalico, de
la estria terminal, de los nucleos hipotalamicos, o de las estructuras limbicas del cerebro
anterior (Godoy et al., 2018; Smith & Vale, 2006).

El hipocampo es una regién del cerebro que forma parte del sistema limbico.
Esta localizado en el |6bulo temporal y tiene forma de “C” o caballito de mar, forma de
la cual toma su nombre. Se encuentra conformado anatémicamente por el DG, el
complejo subicular o subiculum, y el cuerno de Amoén (subdividido por su morfologia e
interconexiones desde CALl hasta CA3). Esta formado principalmente por neuronas
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piramidales y granulares que se encuentran interconectadas en un circuito trisinaptico
(Spencer & Bland, 2019; Van Strien et al., 2009) (FIG. 3). Tiene un papel crucial en las
asociaciones a corto y largo plazo, en la navegacion espacial y en el aprendizaje
dependiente de emociones como el miedo. Dado que el hipocampo posee una
concentracion alta de GR y MR, se considera un regulador importante del eje HPA que
resulta altamente sensible a los niveles de GC y que repercute en la respuesta al estrés
de manera bilateral. Por ejemplo, una estimulacion hipocampal disminuye los niveles de
GC (Herman et al., 2005; Rubin et al., 1966), mientras que las lesiones o dafio sobre
esta estructura, aumenta la produccién de CRF y AVP y pueden prolongar la liberacion
de ACTH y GC (Herman et al., 1995, 2005).

Célula piramidal

Fibra colateral de Schaffer Subiculo (subiculum)
(Ax6n de células CA3)

A

Fornix

Corteza
entorrinal

Via perforante

Fibra musgosa
(Ax6n de células granulares)

Célula granular

Giro dentado

Figura 3. Hipocampo y representacion del circuito trisinaptico (Modificado de Spencer y Bland,
2019). La representacion muestra células piramidales y de una célula granular participando en el
circuito. Las tres sinapsis destacadas estan numeradas en orden temporal en el que estan involucradas
por la actividad neural. En la primera sinapsis participan las neuronas piramidales localizadas en la
corteza entorrinal que se proyectan a través de la via perforante hacia el giro dentado. En la segunda
sinapsis participan los axones de las células granulares localizados en la fibra musgosa, con las
dendritas de las neuronas piramidales en CA3. Los axones de las neuronas en la fibra colateral de
Schaffer forman sinapsis con las dendritas de las neuronas en CA1. La respuesta principal de este
circuito y del hipocampo en general, proviene de las neuronas en CA1 al subiculo adyacente y la
corteza entorrinal asi como a las estructuras subcorticales.
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El organismo puede beneficiarse del estresor cuando se adapta a él, ya que
mejora la oxigenacioén y el transporte de glucosa en el organismo. Ademas, facilita la
formacion de la memoria. No obstante, el organismo puede entrar en una fase de
agotamiento cuando el estresor es crénico, es decir que va de horas a décadas, o bien,
cuando no logra adaptarse. En esta fase se observan efectos negativos sobre la
conducta y la memoria asi como dafios celulares como atrofia dendritica, disminucién

del volumen hipocampal, entre otros (McEwen & Sapolsky, 1995).

Neurogénesis adulta

La neurogénesis es un proceso a través del cual se generan neuronas nuevas
a partir de células madres neurales (Ming & Song, 2011). Las etapas de este proceso
consisten en: proliferacion, migracion, sobrevivencia e integracion. Ocurre durante el
desarrollo embrionario y continla en el adulto en zonas especificas llamadas nichos
neurogénicos (Eriksson et al., 1998). El hallazgo de la neurogénesis adulta en diferentes
especies asi como su integracion al circuito nervioso, comenzaron a reportarse en la
década de 1960, una vez que Altman y Das dieron a conocer su experimento en el cual
encontraron células nuevas en el hipocampo de ratas a las cuales se les administré
timidina-H3, un precursor del ADN empleado durante la division celular (Altman & Das,
1965). El escepticismo y la falta de herramientas adecuadas para la evaluacion de este
proceso retraso el descubrimiento de neurogénesis adulta en el ser humano, la cual fue
reportada finalmente por Eriksson y colaboradores en 1998 (Eriksson et al., 1998). A
este estudio prosiguieron otros cuyos resultados generaron controversia sobre la
verdadera existencia de neurogénesis adulta en el ser humano (Moreno-Jiménez et al.,
2019; Sorrells etal., 2018; Tobin et al.,, 2019). Actualmente, el consenso cientifico
considera que, en efecto, la neurogénesis adulta en el humano existe y que la variacion
de resultados se debe a problemas de metodologia o técnica asi como a la dificultad
gue representa la disponibilidad de muestras apropiadas para su evaluacion (Ernst
et al., 2014; Kempermann et al., 2018).

Se conocen dos nichos neurogénicos que permanecen activos a lo largo de toda
la vida: la SGZ ubicada en el DG del hipocampo y la zona subventricular (SVZ) de las
paredes del tercer ventriculo. Aqui encontramos a las células madres neurales. Estas
son células multipotentes que tienen la capacidad de renovarse a si mismas a través de
la reproduccion celular (Gongalves et al., 2016). A su vez, éstas pueden dar origen a los
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progenitores o precursores neurales (NPC), los cuales tienen una capacidad mas

limitada de autorrenovacion y de diferenciacion, pudiendo derivar en precursores gliales

0 neuronales (Seaberg & van der Kooy, 2003). Estas células tienen caracteristicas de

glia radial por lo que en ocasiones se refieren a ellas de esta manera.

Célula glial radial
f (Célula tipo 1)

Precursor no radial
(Célula tipo II)

Célula progenitora
intermedia (IPC)

d Astrocito (As)
O

Microglia

i Interneurona

. Neuroblasto (NB)

Célula granular
nueva

~ Célula granular
madura

N

Figura 4. Esquematizacion de neurogénesis adulta en SGZ y vista de un corte sagital de un
roedor adulto remarcando los dos nichos neurogénicos (Modificada de Ming y Song, 2011).

El proceso de neurogénesis adulta es distinto en los nichos neurogénicos. Las neuronas nuevas en la
SGZ realizan una migracion corta. La linea roja sefiala la migracion de las neuronas generadas en la
SVZ hacia el bulbo olfatorio a través de la RMS. En el corte sagital se observan las regiones: CB:
cerebelo, DG: giro dentado, HP: hipocampo, LV: ventriculo lateral, OB: bulbo olfatorio y RMS: via
rostral migratoria.

En la SGZ, las células de la glia radial dan lugar a precursores no radiales que

derivan en progenitores intermediarios (Alvarez-Buylla et al., 2001). Estos pueden dar

origen a oligodendrocitos, astrocitos, o bien, a células de transicion que se diferencian

hacia neuroblastos y finalmente a neuronas (FIG. 4) (Gage et al., 1998). Las neuronas
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inmaduras realizan un proceso de migracion corto, desplazandose hacia la capa

granular (GCL) del DG, donde se diferencian en células granulares (Seri et al., 2004).

En los dias consecutivos, estas nuevas neuronas extienden sus dendritas a la capa

molecular y proyectan sus axones a través del hilus hasta CA3 (FIG. 5) (Markakis &
Gage, 1999; Zhao et al., 2006).
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Figura 5. Etapas de la neurogénesis adulta en la SGZ (Modificado de Ming y Song, 2011).

El esquema superior muestra el nicho neurogénico en la SGZ y los diferentes tipos de células en la

zona. El esquema inferior describe las distintas etapas de esta neurogénesis: 1) Activacion de las

células radiales en la SGZ; 2) Proliferacidon de los progenitores neurales; 3) Diferenciacion de las

células intermediarias hacia neuroblastos; 4) Migracion de las neuronas inmaduras hacia la GCL; 5)

Integracion de las nuevas neuronas al circuito. ML: capa molecular.

La integracion sinaptica de las nuevas neuronas al circuito existente es un

proceso que ocurre inicialmente por la activacion ténica con el acido y-aminobutirico

(GABA) circundante, continla mediante la activacion féasica con las dendritas de las
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neuronas GABAEérgicas y glutamatérgicas, y finalmente, con los axones de salida de la
fibra musgosa (Faulkner et al., 2008; Toni et al., 2007). Al inicio, las neuronas nuevas
tienen una mayor excitabilidad y plasticidad sinptica, sin embargo, tras la fase de
maduracién, muestran propiedades electrofisiolégicas normales respecto a las demas
neuronas (Ge etal.,, 2008). Esta activacion resulta lenta si se compara con la
neurogénesis embrionaria, pero se puede conjeturar que la demora se debe al tiempo
requerido para su correcta integracion sindptica con el circuito existente ya que cuando
el tiempo es menor puede haber lugar a conexiones aberrantes (Parent et al., 1997).
La regulacién de la neurogénesis adulta es importante para evitar el dafio a los
circuitos sinapticos ya existentes. Existen varios mecanismos de regulacion y los
factores que los desencadenan pueden ser enddgenos o exégenos. En el primer caso,
tenemos la influencia de factores de crecimiento, neurotrofinas, citocinas, hormonas y
neurotransmisores, asi como el microambiente, es decir la poblacion celular del nicho
neurogénico: células endoteliales, astrocitos, microglia, etc. que pueden intervenir en
los procesos de neurogénesis (Alvarez-Buylla & Lim, 2004). En cuanto a los factores
exdégenos se pueden considerar el ejercicio fisico, la dieta, el enriquecimiento ambiental,
el envejecimiento, las convulsiones, los golpes, la inflamacion y el estrés (Hueston et al.,
2017). Ademas, hay dos periodos criticos de sobrevivencia de la progenie neural, uno
durante la formacién de progenitores intermedios y neuroblastos, y el otro durante la
integracion de las neuronas inmaduras (Mouret et al., 2008; Platel et al., 2010)
Afortunadamente, el avance cientifico y tecnol6gico ha permitido que puedan
obtenerse resultados mas precisos que conduzcan cada vez a un mejor desarrollo
experimental y a la resolucion de las hipétesis planteadas. Por ejemplo, el 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU), un analogo de la timidina, se emplea como uno de los marcadores
celulares mas Utiles, ya que se incorpora al material genético durante la sintesis de ADN
(Fase S) de la division celular. De esta manera, es posible identificar a las células
marcadas con esta sustancia a través de una inmunohistoquimica y asi cuantificar la
proliferacién o sobrevivencia dependiendo del tiempo que transcurra entre la inyecciéon
y la evaluacion. Otros marcadores importantes son: doblecortina (DCX), la cual es una
proteina asociada a microtibulos que se expresa de manera transitoria en neuronas
inmaduras alrededor del dia 4 al 14 tras su nacimiento (Van Bokhoven et al., 2011);
NeuN, un marcador del nicleo de neuronas maduras; la proteina glial fibrilar acidica
(GFAP) que se expresa en astroglia, y en progenitores neurales en etapa de
proliferacion celular (Schoenfeld & Gould, 2012); y Ki-67, que se emplea como marcador
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para el andlisis cuantitativo de la proliferacion celular en el hipocampo ya que se expresa
durante todas las etapas del ciclo celular de células en division a excepcion de Go (Sung
et al., 2010).

Efectos del estrés sobre la neurogénesis adulta

El estrés puede alterar diferentes etapas de la neurogénesis (Lucassen et al.,
2015). Los primeros estudios en mamiferos demostraron que el estrés agudo ocasiona
una disminucién de las células que proliferan en el giro dentado del hipocampo (E.
Gould etal., 1998; E Gould etal., 1997), mientras que aquéllos que emplearon
estresores crénicos en roedores reportaron no sélo una disminucion de la proliferacién,
sino también de la diferenciacion celular y de la sobrevivencia (Czéh et al., 2001; Van
Bokhoven et al., 2011; Yap et al., 2006). No obstante, también se han reportado efectos
positivos. Estresores relacionados con el aprendizaje dependiente de hipocampo y el
enriguecimiento ambiental favorecen la proliferacion celular y la sobrevivencia de las
nuevas neuronas (Elizabeth Gould et al., 1999; Leuner et al., 2004; Veena et al., 2009).
Uno de los mecanismos sugeridos para explicar los efectos del estrés sobre la
neurogénesis se basa en la elevacion de los niveles de GC durante la activacion de la
respuesta al estrés y el tiempo que requiere el organismo para volver a los niveles
basales (Sapolsky etal., 1986). En principio, la neurotoxicidad de los GC fue
demostrada en el hipocampo por Mihlen y Ockenfels (Mihlen K aus der & Ockenfels,
1969). Posteriormente, Sapolsky conjeturé que los niveles de GC ejercen un papel
importante en la pérdida neuronal del hipocampo mediante una limitacion o carencia de
sustratos energéticos disponibles asi como la exposicion de estas neuronas vulnerables
a metabolitos toxicos (Sapolsky, 1985; Sapolsky et al., 1986). Bajo esta hipotesis, Gould
y colaboradores realizaron estudios donde los individuos fueron sometidos a un control
de GC mediante la extirpacion de las glandulas suprarrenales y dosificando los GC de
manera exdgena para mantener el ciclo circadiano. Los resultados mostraron un
aumento de la proliferacion y la sobrevivencia de células progenitoras, mientras que,
efectos opuestos se encontraron en grupos a los cuales se les administraron dosis de
GC en concentraciones altas o que fueron sometidos a estresores cronicos. (Elizabeth
Gould et al., 1991, 1992; Tanapat et al., 2001)
Mas tarde, se descubrid que la neurogénesis misma puede participar en la
regulacion de la respuesta al estrés. En estudios con estrés moderado cronico
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observaron que la neurogénesis adulta contribuye a la resistencia y adaptacion del
organismo al estresor (Lehmann et al., 2013; Surget et al., 2011). Schloesser, Maniji, y
Martinowich llevaron a cabo un estudio en ratones con neurogénesis suprimida y
encontraron que los niveles de GC fueron significativamente mayores con respecto al
grupo control. Tras encontrar que este efecto no estd mediado por la expresion de
receptores a GC, sugirieron un posible mecanismo a través de la alteracion de las
propiedades electrofisiologicas en el circuito trisinaptico, especificamente CA1l
(Schloesser et al., 2009).

Estrés en las etapas tempranas de la vida (ELS)

El ELS es ocasionado por experiencias adversas en la infancia (ACE) como: una
mala relacién con la madre, maltrato infantil, pobreza extrema, pérdida de un ser
querido, aislamiento social, etc. (Parker et al., 2000). EI ELS puede desregular la
actividad del eje HPA en el adulto de manera irreversible e inadecuada (Charmandari
et al., 2005; Krueger, 1983). Esta desregulacion puede derivar de una programacioén al
ambiente la cual ocurre como parte del proceso de adaptacion del individuo; comienza
antes del nacimiento y continla durante el periodo posnatal hasta el periodo de
adolescencia temprana (Barker, 1990, 1995).

Existe un periodo hiporresponsivo del eje HPA (SHRP) que protege de los
estresores a ciertas estructuras cerebrales que contindan en desarrollo ain después
del nacimiento. En ratas, este periodo abarca aproximadamente los dias postnatales 4
a 14 (Schapiro etal., 1962) y en humanos, hasta cerca de los 5 afios (Gunnar &
Donzella, 2002). No obstante, un estresor fuerte puede ser capaz de interrumpir esta
proteccién, activando la respuesta al estrés, ocasionando la liberacion y aumento de los
GC que, a su vez, pueden repercutir sobre estas estructuras en desarrollo. Sapolsky
sugirié que este mecanismo podria subyacer la recalibracion del umbral de respuesta
al estrés observada en los individuos adultos que sufrieron una exposicién al ELS
(Sapolsky, 1994).

La sensibilizacién de la respuesta al estrés cobra importancia para intentar
explicar la correlacidn significativa que indican diversos estudios sobre las personas que
padecieron ELS con aquellas que tienen una susceptibilidad mayor a padecer trastornos
neuropsicopatolégicos durante la adultez (p. ej. depresidon y ansiedad); asi como un
menor desempefio cognoscitivo (Cohen et al., 2006; Edwards et al., 2003; Heim &

20



Nemeroff, 2001; Huh et al., 2014). Heim y colaboradores, realizaron un estudio en el
que evaluaron la respuesta al estrés psicosocial de grupos de personas con
antecedentes de ACE y ahora estan diagnosticadas con depresién. Los resultados los
compararon con un grupo con antecedentes de ACE pero no diagnosticados con
depresidn, y encontraron que los individuos con antecedentes de ACE y diagnosticados
con depresion en la adultez tuvieron una mayor reactividad del eje HPA frente al estresor
(Heim et al., 2008).

Modelos animales de ELS: Separacién maternal (MS)

Para estudiar los efectos del ELS y esclarecer los mecanismos bajo los cuales
se programa el eje HPA en el adulto, se acude a modelos animales, ya que en humanos
es complicado controlar todas las variables. La seleccién del estresor, duracién y edad
a la que se aplica, depende de la pregunta de investigaciéon y tomando en cuenta la
comparacion interespecie. Por ejemplo, se considera que el neurodesarrollo en ratas
del dia postnatal (PND) 1 al 10, equivale aproximadamente, al primer trimestre de vida
postnatal en humanos (Clancy et al., 2007).

La MS es el modelo mas utilizado en primates y roedores. Consiste en separar
a las crias de la madre todos los dias durante un tiempo determinado. Este es un
estresor fuerte en roedores debido a que la relacién entre madre e hijo es fundamental
(Bowlby, 1977). Como consecuencia, los animales sometidos a MS presentan una
desregularizacién del eje HPA caracterizada por un aumento en los niveles de CRF,
ACTH y GC. Ademas, muestran un aumento en la conducta tipo depresiva y las
respuestas relacionadas al miedo en pruebas de campo abierto y ambiente novedoso
(Ladd et al., 2000; Lajud & Torner, 2015).

Los estudios pioneros de Plotsky y Meaney emplearon la MS, separando a las
crias de por 180 min durante dos semanas. Asimismo, modificaron el modelo con el
objetivo de deslindar el efecto de la manipulacion de las ratas con el de la MS per se.
Para esto, sometieron a otro grupo de crias a la MS pero redujeron el tiempo de
separacion a 15 min (MS15 o AFR) (Plotsky & Meaney, 1993). Posteriormente, Mirescu
y colaboradores, utilizaron este modelo para determinar los efectos a largo plazo sobre
la neurogénesis adulta y encontraron que la MS ocasiona una disminucién en la

proliferacion y sobrevivencia de las neuronas nuevas (Mirescu et al., 2004).
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Otros efectos de la MS reportados en la literatura son: la disminucién de la
densidad y longitud de las espinas dendriticas en areas como el hipocampo y la corteza
prefontal (Bock et al., 2005; Monroy et al., 2010); alteracion del metabolismo, con un
perfil que muestra un aumento en los niveles de glucosa en ayunas, de la resistencia a
la insulina y de dislipidemia (Ruiz et al., 2018; Vargas et al., 2016); aumento de la
temperatura corporal (Melo et al., 2018); asi como alteracion de la microbiota intestinal

y una mayor vulnerabilidad a padecer colitis (JaSarevi¢ & Bale, 2019; Milde et al., 2004).
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ANTECEDENTES

Distintos equipos han aportado informacion sobre los efectos de la MS sobre la
neurogénesis. Una de estas aportaciones es la de Mirescu y colaboradores, quienes
encontraron una disminucion de la proliferacion y sobrevivencia de las nuevas neuronas
en la rata adulta joven (2 meses) (Mirescu et al., 2004). Por otro lado, Hulshof y
colaboradores, evaluaron ratas en edad similar y reportaron una disminucion de la
proliferacion en el hipocampo ventral, pero no encontraron cambios en la sobrevivencia
(Hulshof et al., 2011). Resultados previos de nuestro grupo de investigacion mostraron
gue existe una disminucién en la sobrevivencia de las neuronas generadas durante el
periodo de exposicion al estrés (Lajud etal.,, 2012). Posteriormente, Suri vy
colaboradores, reportaron que en ratas juveniles (PND 21) hay un aumento transitorio
de la neurogénesis el cual desaparece en adultos jévenes. Adicionalmente, observaron
una disminucion en la neurogénesis en ratas viejas (15 meses) (Suri et al., 2013).
Recientemente, nuestro grupo encontrd una disminuciéon de sobrevivencia en el
hipocampo dorsal de adultos jévenes (4 meses), y una disminucion significativa en
ambas zonas, dorsal y ventral, en ratas adultas maduras (10 meses) (Ruiz et al., 2018).

Los estudios anteriores nos brindan informacion respecto a la sobrevivencia de
las nuevas neuronas. Sin embargo, no nos proporcionan informacién para determinar
la causa de la disminucion observada. De acuerdo a los resultados preliminares de
nuestro equipo (Lajud et al., 2012; Ruiz et al., 2018), que indican que un menor nimero
de células se incorporan al DG y si tenemos en cuenta que la regulacion endégena de
la neurogénesis depende, entre otros factores, de las condiciones del mismo nicho
neurogénico, consideramos que es importante determinar si ésta disminucion en la
neurogénesis ocasionada por la MS, estd acompafiada por alteraciones en dicha zona.
Hasta ahora, los datos que se tienen al respecto pertenecen a otro tipo de estresores,
y en ocasiones, resultan controversiales (Schoenfeld & Gould, 2012). Por todo lo
anterior, en el presente trabajo decidimos evaluar las alteraciones en el nicho
neurogénico de la capa subgranular en ratas adultas sometidas a MS, y de esta manera
contribuir a esclarecer los efectos del estrés en las etapas tempranas de la vida sobre

la neurogénesis.
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JUSTIFICACION

Actualmente, se requiere esclarecer los mecanismos y las condiciones bajo las
cuales el estrés causado por las ACE durante las primeras etapas de la vida, pueden
afectar el desarrollo estructural y funcional del cerebro, y de qué manera estos efectos
se ven prolongados durante la adultez y si existe la posibilidad de revertirlos. Debido a
gue no se pueden controlar las variables en humanos, se requiere acudir a modelos
animales donde sea posible evaluar condiciones similares. El modelo de MS nos
permite estudiar estos efectos y nos proporciona informacién importante para

comprenderlos.

Dado que no hay un consenso sobre los efectos del ELS en la neurogénesis
adulta, y que no se han estudiado los efectos de la MS sobre la proliferacién de los
precursores neurales y su posterior integracién al circuito hipocampal adulto, nos hemos
planteado la pregunta de investigacion:

¢El estrés en las primeras etapas de la vida, causa una alteracion en el
desarrollo del nicho neurogénico de la zona subgranular que conlleva a una

modificacion a largo plazo de la estructura y funcién del hipocampo?
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HIPOTESIS

El estrés en las etapas tempranas de la vida, causa alteraciones en la actividad

del nicho neurogénico de la capa subgranular del hipocampo en la edad adulta.

OBJETIVOS

Objetivo general.
Evaluar el efecto de la separacion maternal sobre la actividad del nicho

neurogénico de la capa subgranular del hipocampo en animales adultos.

Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto de la SM sobre la proliferacion celular en el adulto.

2. Determinar el fenotipo celular de las células que se encuentran proliferando en la
capa granular del giro dentado.

3. Determinar si las células que proliferan en el nicho neurogénico adulto pertenecen a
la misma poblacién de células que se encontraba proliferando durante el periodo de

exposicion al estrés.

25



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron hembras embarazadas de la cepa Sprague-Dawley sincronizadas
al dia 14 del ciclo estral (E14) (Bioterio del Instituto De Neurobiologia, UNAM) que se
dejaron habituar una semana en nuestras instalaciones. Los animales se alojaron en
cajas con agua y comida ad libitum en una habitacion con temperatura controlada, bajo
un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (el ciclo de luz comenz6 a las 07:00 h). La limpieza

de las cajas se realiz0 tres veces por semana.
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Figura 6. Linea de tiempo experimental para grupo control y grupo MS180
P= dia postnatal (PND). Las lineas negras representan la duracion del experimento. La linea roja en
el grupo MS180 indica el periodo de MS. En el PND 5 se administré BrdU en ambos grupos. La

evaluacion con Ki67 se realizé en tejido obtenido al PND 60.

El dia del nacimiento se design6 como PND 0. En el PND 1, se mezclaron todas
las camadas Yy las crias se distribuyeron aleatoriamente, ajustando a ocho crias por
madre. La mitad de las camadas se designé como control y solo fueron perturbadas
para limpieza de la caja. La otra mitad fue sometida a la MS durante 14 dias (FIG. 6).
Para determinar si las células que proliferan en el nicho neurogénico adulto pertenecen
a la misma poblacién de células que se encontraba proliferando durante el periodo de
exposicion al estrés, se procedio a inyectar a las ratas dos veces con BrdU (50 mg/Kg,
Sigma-Aldrich), a las 09:00 h del PND 5y 12 h después. Al PND 21, las ratas fueron
destetadas y se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio hasta la edad adulta.

Al PND 60, las ratas se sacrificaron para evaluar la actividad del nicho neurogénico en
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el DG mediante inmunohistoquimica. Soélo se evaluaron las ratas machos para evitar
efectos dependientes del sexo.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la horma mexicana
para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). El protocolo
fue aprobado por el comité local de investigacion y ética en investigacion en salud del

Instituto Mexicano del Seguro Social, con clave de registro R-2013-1602-17.

1.1 Separacion maternal

Se retiraron las crias manteniendo a la madre a un lado con un carton. Estas se
colocaron en una caja de plexiglas cubierta con aserrin limpio. Las crias se llevaron a
un cuarto distinto al de la colonia y las cajas se colocaron sobre una almohadilla térmica
ajustada en un rango de 30-33°C. Transcurridos 180 min, las crias se devolvieron con
su madre. Este proceso se repitié durante 14 dias y la manipulacién se mantuvo al

minimo para evitar efectos no deseados.

1.2 Procesamiento de muestras

Al PND 60, las ratas se sacrificaron administrando pentobarbital sodico. Se
perfundi6 con 100 ml de solucién salina (NaCl) al 0.9%, seguida de 200 ml de
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M. Los cerebros se extrajeron y
mantuvieron en una solucion fijadora con el mismo fijador. Posteriormente, se pasaron
a una solucion con sacarosa al 30% en PB y se congelaron en metilbutano. Los cortes
sagitales del hipocampo (40 um de grosor) se obtuvieron mediante un criostato. Estos

se recolectaron en tubos de manera sistematica y se congelaron para su conservacion.

1.3 Inmunohistoquimica para Ki67

Para la deteccion de las células que expresan Ki67 se seleccionaron series de
uno de cada 6 cortes (240 um de separacion) de forma sistemética aleatoria. Se
bloquearon las peroxidasas con H,O, al 10% en PB mas Triton X-100 al 3% durante 15
min. Se incub6 en metanol por 30 min y después se agrego la solucién con el anticuerpo
primario anti-Ki67 (1:800, proveedor: Abcam). Posteriormente se incubo con el

anticuerpo secundario (1:750, origen: conejo, proveedor: Vector). Finalmente, se
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transfirio el tejido a una solucién AB (Vector) y se visualizé la tincién con el kit de
niquel/diamiobenzidina (DAB) y se realiz6 una contra-tincion con hematoxilina-eosina
(Vector).

1.4 Inmunohistoquimica para BrdU

Los cortes recibieron una serie de pretratamientos con una solucion de
formamida al 50% en buffer de citratos a 74°C y HCI 1N a 37°C. Se restaur6 pH con
buffer de boratos (pH 8.4). La primera incubacion se realiz6 con el coctel del anticuerpo
primario con anti-BrdU (1:500, origen: ratén, proveedor: Roche Applied Sciences) y anti-
Ki67 (1:300, origen: conejo, proveedor: Abcam). Los cortes fueron visualizados con una
mezcla de anticuerpos secundarios, anti-raton (origen: cabra) acoplado a ALEXA488
(1:100) y anti-conejo acoplado a CY5 (1:200).

15 Inmunohistoquimica para Ki67-GFAP

El procedimiento de la tincidn fue similar al descrito anteriormente. Después de
realizar la tincién de Ki67 con Niquel-DAB, se agoté la reaccion y se enjuago el tejido
para incubar con anti-GFAP (1:3000, origen: conejo, proveedor: Abcam) y al dia
siguiente con anti-conejo (1:750, origen: caballo, proveedor: Vector). Finalmente, se
revelé con DAB sin niquel (Vector) por 5 min y se monté siguiendo el procedimiento

descrito.

1.6 Conteo semi estereoldgico

Se evaluaron las series de cortes cerebrales obtenidas (separadas 240 um de
cada una). Se llevé a cabo el conteo de células marcadas con Ki67 a lo largo de la SGZ
del DG del hipocampo, a una magnificacién de 200x y 400x en un microscopio Karl
Zeiss. El conteo se realizé por un investigador ciego a las condiciones experimentales.
El nUmero total de células se estimd realizando la sumatoria de todos los cortes,
multiplicada por 6.

La medicion del area del hipocampo se realizé de manera digital empleando un
programa de andlisis de imagen (Axiovision 4.6, Karl Zeiss), siguiendo el patrén de la
capa granular y subgranular del DG marcada por la tincion. La medicién del volumen se
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1.7

calcul6 de acuerdo al Principio de Cavalieri, en el cual el volumen es igual a la suma de

las areas de cada corte (40 pm).
Analisis estadistico

Se hizo un recuento de los conteos celulares obtenidos de cada sexta secciony
el nimero de células marcadas en cada individuo se expresé como la sumatoria de los
promedios de cada seccion. Los resultados finales se presentaron como la media de
cada grupo * el error estandar de la media. El volumen se present6 de la misma manera
y se realizaron pruebas de T de Student para evaluar si hubo cambios significativos en
el niumero de células marcadas o en el volumen del hipocampo, asi como en la densidad

de las mismas. La significancia estadistica se ajusté a p < 0.05.
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RESULTADOS

La MS no tiene efecto sobre la proliferacion celular en la SGZ.

Al PND 60, encontramos que no hay diferencias significativas en el nUmero de
células Ki67* (p > 0.05) ni en la densidad de células (p > 0.05) que estaban proliferando
en el DG (FIG. 7A y C). Tampoco observamos efecto significativo de la MS sobre el
volumen de la SGZ (p > 0.05, FIG. 7D).
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Figura 7. La separacion maternal no afecta la tasa de proliferacion del nicho neurogénico
adulto. A) Imégenes representativas de la inmunotincion para Ki67 con una contratincién con
hematoxicilina-eosina al PND 60. En el inserto se muestra una mayor amplificacion de las células
sefialadas con la flecha. B) Estimacion estereoldgica del nimero de células Ki67+. C) Estimacion de
densidad de células Ki67+ por mm?® D) Estimacion del volumen de la capa subgranular y granular
(SGZ/GCL) del giro dentado del hipocampo. (Promedio + error estandar; n= 9. Escala 100 um)
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1.2 La MS no afecta el numero de células Ki67* con fenotipo GFAP.

Para conocer el fenotipo de las células que se encontraban proliferando, se
empled una doble inmunotincién contra Ki67 y GFAP (Fig. 8A). Los resultados indican
que 22.5% =+ 2.8 del total de células que se encontraban proliferando en el grupo control,
muestran un fenotipo GFAP*; mientras que en el grupo MS el porcentaje es de 15.3% +
4.4 Aunque existe una reduccién del porcentaje, esta no es significativa (p> 0.05, Fig.
8B; 8C).

A)

CONTROL
MS180

B) 100 - C) 200 5
] CONT
90 = | DCON
. 0 T . ® OMS180
}'3 70 S 70 -
g 60 % 60 1
T © 50
8 40 - _qg’ 20 1
g 30 4 U 30 1
20 - X 20 .
]
0 - 0 -
Ki67*/GFAP- Ki67*/GFAP*

Figura 8. La MS disminuye el nUmero de progenitores neurales GFAP* que proliferan en el
adulto. A) Imagenes representativas de la inmunotincion contra Ki67 (negro) y GFAP (rojo). En el
inserto se muestra una mayor amplificacion de las células sefialadas con la flecha. B) Porcentaje de
células Ki67" que no muestran una co-tincion con GFAP (GFAP-). B) Porcentaje células Ki67*
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muestran una co-tincién con GFAP (GFAP+) (Promedio + error estandar; n= 9. *p< 0.05, Escala 100
pm).

1.3 Los progenitores neurales que se encuentran activos en el nicho neurogénico
adulto pertenecen a una poblacion diferente que aquellos que proliferan durante el
periodo de exposicion al estrés.

Con intencion de conocer si las células que se encontraban proliferando al PND
60 pertenecian a la misma poblacién de NPC que se encontraban proliferando al PND5,
se realiz6 una inmunotincion doble para BrdU y Ki67. Sin embargo, solo nos fue posible

detectar una célula que mostré co-localizacion para BrdU Y Ki67 en cada grupo (Fig. 9).

Figura 9. Las células que proliferan en la CSG del adulto pertenecen a una poblacion diferente
que las que proliferan en el neonato. Imagenes de una inmunotincion fluorescente contra A) Ki67
(verde) y B) BrdU (rojo). C) Reconstruccion digital de la fusion (merge) de ambos canales. En el
inserto se muestra una mayor amplificacién de la célula sefialada con la flecha No se observo co-
localizacion de estos marcadores en el resto de los campos analizados (escala 200 pum).
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DISCUSION

En el presente estudio evaluamos los efectos de la separacion maternal en la
actividad del nicho neurogénico de la capa subgranular del hipocampo en animales
adultos sobre la proliferacion celular en la SGZ/GCL. Para esto, estimamos la
proliferacién celular con el marcador Ki67 y por otro lado, se midi6 el volumen del
hipocampo. Estimamos también, el porcentaje de células progenitoras que se
encontraban proliferando al momento del sacrificio empleando los marcadores Ki67 y
GFAP. En esos tres parametros no encontramos diferencias significativas. Finalmente,
evaluamos por primera vez el origen ontogenético de las células que se encuentran
proliferando en el nicho neurogénico del adulto con los marcadores Ki67 y BrdU y
observamos que estas pertenecen a una poblacion distinta a las que se encuentran
proliferando durante la etapa postnatal.

De acuerdo a nuestros resultados, la MS no afecta la proliferacion celular del
nicho neurogénico en animales de 60 dias de edad. Esto concuerda con resultados
previos obtenidos por Suri y colaboradores (Suri et al., 2013) quienes evaluaron la
proliferacion con BrdU en la SGZ/GCL en ratas de la misma cepa (Sprague-Dawley) y
edad y no encontraron diferencias entre los grupos. Sin embargo, resultan
controversiales con los reportados inicialmente por Mirescu y colaboradores (Mirescu
et al., 2004), quienes reportaron una disminucién de las células marcadas con BrdU en
el grupo MS en ratas de la misma cepa y edad. La variabilidad de estos resultados con
los nuestros puede explicarse con base en la metodologia usada. Por ejemplo, el
marcador que emplean es distinto, asignan 2 crias mas por camada en comparacion
con nuestro equipo que asigna 8 crias, el destete fue un dia mas tarde (PND 22) y las
camadas fueron separadas en grupos de dos o tres ratas hasta el PND 45. Diversos
autores han reportado que este tipo de variaciones en la metodologia pueden explicar
las diferencias de los resultados obtenidos. (Korosi et al., 2012; Murthy & Gould, 2018;
Schoenfeld & Gould, 2013).

Conocer el efecto de la MS sobre el volumen del hipocampo es importante ya
gue varios autores han reportado una disminucion de éste en adultos mayores
deprimidos. Esta disminucion ha sido relacionada con un déficit en la memoria
declarativa (Bremner etal.,, 2000; Sheline etal., 1996). Recientemente, Hayek y
colaboradores, demostraron que la reduccion de microestructuras de materia blanca del
férnix y del volumen del DG del hipocampo pueden causar esta disminucién cognitiva

(Hayek et al., 2020). En el presente estudio no encontramos diferencias en el volumen
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hipocampal, lo cual concuerda con nuestros articulos previos (Lajud et al., 2012; Ruiz
et al., 2018). Sin embargo, otros autores refieren otros datos (Czéh et al., 2001; Oreland
et al., 2010). En primer lugar, es posible que, entre especies, los resultados puedan
diferir debido a variaciones en los mecanismos celulares implicados en este efecto (Jun
et al., 2012). En segundo lugar, la edad evaluada es crucial para poder comparar pues,
si bien encontramos que el volumen esta disminuido en las primeras semanas después
de la MS (Czéh et al., 2001; Oreland et al., 2010), en ratas adultas esta diferencia ya no
es detectable (Huot et al., 2002).

Al emplear en conjunto los marcadores GFAP y Ki67 nos permiten identificar
células progenitoras en etapa de proliferacion en el nicho neurogénico (Ki67*/GFAP?),
gue siendo GFAP* en cualquier otra regién del cerebro se consideraria como astroglia.
Nuestros datos sobre el porcentaje de células que presentaron un fenotipo GFAP* en el
nicho neurogénico, indican que este no se encuentra disminuido en el grupo MS.

Para conocer si las células que se encontraban proliferando al PND 60
pertenecian a la misma poblacion celular que proliferaba en el neonato, realizamos un
marcaje con BrdU al PND 5 y evaluamos la existencia de células BrdU*/Ki67+ dos meses
después de la inyeccion. Nuestros resultados mostraron sélo una célula en cada grupo.
De esta manera, encontramos que si hay proporcién muy pequefia de la poblaciéon que
pertenece a la poblacion celular que proliferaba en el neonato. Sin embargo, es
importante considerar la limitacién del estudio, ya que la falta de células que co-localicen
puede deberse a la dilucibn del marcaje de las células BrdU* consecuente a la
replicacion de las células hijas (Ganusov & De Boer, 2013). La falta de coincidencia
entre marcadores puede explicarse, de manera alternativa, a través de las diferencias
entre los nichos neurogénicos en el neonato y en el adulto. Li y colaboradores,
demostraron que las NPC en el adulto se originan de forma prenatal en el hipocampo
ventral (Li et al., 2013). Ademas, el estudio de las mutaciones en los marcadores ciclina
D2 (CCND2) y el receptor nuclear huérfano TLX mostraron un dafio severo en el nicho
neurogénico adulto pero poco o ningun efecto en del desarrollo postnatal del DG del
neonato (Ansorg et al., 2012; Shi et al., 2004). En suma, nuestros resultados pueden
ser entendidos bajo estos términos. No obstante, para poder determinar con mayor
certeza se requieren estudios consecuentes que profundicen en la evaluacién de la

actividad de los nichos neurogénicos del neonato y del adulto.
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CONCLUSION

En el presente estudio encontramos que los efectos del estrés en las etapas
tempranas de la vida sobre la proliferacion celular en el hipocampo no son significativos
a pesar de encontrarse una disminucién en los parametros medidos. Por ello, creemos
que es necesario evaluar la actividad del nicho neurogénico en puntos especificos del
neonato y adulto, de manera que pueda identificarse si en algin momento estas
disminuciones representan cambios significativos que conduzcan a una modificacion a

largo plazo de la estructura o funcionamiento del hipocampo.
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