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1. Resumen

En situaciones fisioldgicas normales el cerebro presenta nichos neurogénicos capaces
de producir nuevas neuronas a lo largo de toda la vida (SVZ i DG). Modelos
experimentales de lesion cerebral aguda muestran que estos nichos son capaces de
reaccionar produciendo una mayor proliferacion y diferenciacion neuronal. La
relevancia funcional real de este fendmeno, asi como de los mecanismos moleculares y

celulares que lo regulan son poco conocidos.

El objetivo principal del presente proyecto era descubrir la relevancia funcional del
balance entre interleucinas pro y antiinflamatorias en el mantenimiento y la
diferenciacion celular que tiene lugar de forma habitual en los nichos neurogénicos en

el cerebro adulto sano y en el lesionado.

Con la presente propuesta hemos podido determinar cdmo ciertos mediadores de la
inflamacién (IL-10 y IFNy) cuentan con una accién directa y diferencial en la regulacién
de la neurogénesis, tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas, siendo asi
factores relevantes para regular la generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto
de animales de experimentacién. También hemos descifrado las vias de sefializacion

intracelular activadas por estas citosinas en los nichos neurogénicos adultos.

Finalmente, asimismo hemos realizado estudios sobre muestras humanes, las cuales
apuntan que la neurogénesis no tendria lugar de manera importante ni en tejido sano

ni lesionado en humanos.

2. Resultados

Los niveles de IL-10 regulen la neurogénesis adulta mediante la activacion de
vias intracelulares especificas

Hemos determinado como la presencia de niveles elevados de IL-10 conducen a una
acumulaciéon de marcadores de progenitores indiferenciados (Nestin, Nestin, Sox1,
Sox2, Mash1), a la activacion de genes de la via NOTCH (NICD, Musashi), y que
mantiene a los progenitores en ciclo celular activo (Ki67, pCDC42). En consecuencia, la

diferenciacidon neuronal se halla reducida. Cuando los niveles de IL-10 se encuentran



comprometidos, el balance de estos genes se revierte de tal modo que la expresion de
genes neuronales es mas prevalente, causando un incremento en la neurogénesis
(Pérez-Asensio et al., 2012; 2013, Pereira et al., 2014).

También hemos determinado, a diferencia de lo que hay descrito en el sistema inmune,
cémo la IL-10 activa el mediador intracelular STAT3 con independencia de la activacion
de JAK y dependiente de ERK. La inhibicion farmacoldgica de la via de ERK supone la
no fosforilaciéon de STAT3 y los efectos bioldgicos inducidos por la IL-10 descritos
anteriormente. Todo ello indica que ERK es necesario para la funcién de la IL-10 en los
progenitores de la SVZ.

También, hemos realizado abordajes moleculares para determinar la relevancia de
STAT3 en este contexto de estudio. Asi, abordajes mediante lentivirus que expresan un
miRNA que inhibe la expresidon de STAT3 han puesto de manifiesto que STAT3 es
mediador de las acciones de la IL-10 sobre los progenitores neuronales de la SVZ.
(Pereira et. al., 2015a; c).

El IFNy posee una accion dual sobre los progenitores de la SVZ mediante la
activacion de STAT1

Hemos determinado como el IFNy ejerce un efecto dual sobre los progenitores de la
SVZ in vivo: mientras inhibe la proliferacion de los progenitores, posee un efecto
positivo sobre la diferenciacion neuronal. No obstante, el efecto antiproliferativo es mas
intenso que el proneurogénico, de tal forma que el resultado neto final es una
reduccién en la neurogénesi ante la presencia de esta citocina. Ademas, hemos
descifrado que los efectos del IFNy sobre los progenitores de la SVZ estan mediados a
nivel intracelular por la molécula STAT1 (Pereira et al., 2015b).

Efecto conjunto de la IL-10 y el IFNy sobre los progenitores de la SVZ

En primer lugar hemos observado que la presencia conjunta de estas dos citocinas no
interferia en la viabilidad de los progenitores, y que los efectos provocados por su
presencia conjunta eran similares a los hallados cuando se presenta individualmente el
IFNy (efectos expuestos en el apartado anterior). Esto nos indica que los efectos
producidos por la IL-10 no se manifiestan ante la presencia de IFNy. Por otro lado, los
analisis de les vias de sefializacion nos han determinado que la via ERK-STAT3 activada

por la IL-10 no se pone de manifiesto ante la presencia de IFNy; ademas la via Jak2-



STAT1 activada per IFNy se ve atenuada ante la presencia de la citocina

antiinflamatoria IL-10.

Efecto de las citocinas sobre la neurogénesis en modelos animales de lesion
cerebral aguda

Hemos observado que el alcance de la lesion es importante para la respuesta de la SVZ
en modelos experimentales de dano cerebral agudo (isquemia cerebral y lesién
traumatica), de tal modo que tiene que ser una lesidon importante para dicha
respuesta, y que a mayor lesion mayor reaccion de la SVZ, si bien una lesién muy
grande ocasiona una gran respuesta tisular que dificulta los estudios morfoldgicos.
Mediante el modelo de isquemia cerebral por craneotomia hemos podido determinar
gue si bien la proliferacién celular en la SVZ no se ve alterada, si existe una reduccidn
en el numero de neuroblastos (células DCx+) que salen del hemisferio ipsilateral hacia
la lesién (Baena et al., 2015). Por otra parte, en el modelo de lesién traumatica
realizado en el cértex cerebral no se induce ninguna alteracion, ni en la proliferacion ni

en la neurogénesis de la SVZ.

Finalmente, hemos analizado el efecto de los modelos de isquemia experimental
(craneotomia y oclusidn intraluminal) en ratones deficientes en IL-10 y STAT-1. En
ausencia de IL-10 hemos observado que no se produce ningun efecto aditivo y tanto la
proliferacién como la diferenciaciéon neuronal es similar a la producida en animales
salvajes. Por otro lado, los estudios iniciales con animales deficientes en STAT1, han
demostrado que esta molécula no es necesaria para la neurogénesis endégena en

situaciones normales (Pereira et al., 2015b).

Neurogénesis en muestras humanas
Cabe sefialar que, atendiendo a les caracteristicas de las enfermedades de pérdida
neuronal aguda (rapidas y subitas), se ha obtenido un nimero reducido de muestras,

debido a la complicacién de obtener donantes.

A través de inmunofluorescencias en secciones histoldgicas hemos observado que el
numero de células en ciclo celular activo (células KI67+, PCN+), asi como el nUmero
de neuroblastos (células DCX+, PSANCAM+) se presentan en un numero muy bajo,

tanto en regiones sanas como lesionadas en todos los casos analizados, y en ningun

caso se han determinado diferencies claras entre regiones sanas y lesionadas, si bien



seria necesario un numero superior de muestras para obtener conclusiones firmes. Los
estudios bioquimicos de las muestras han confirmado estas observaciones, de modo
que tampoco han mostrado diferencies significativas entre regiones sanas y afectadas.
Nuestros estudios apuntan, de manera similar a los resultados obtenidos en otros
laboratorios, a que no hay evidencies sélidas que indiquen que la neurogénesis tiene
lugar en el cerebro adulto sano, ni ante lesiones cerebrales agudas. Y sefialar que a
pesar de ser un resultado aparentemente negativo, es de gran valor por tipota clase de

muestras analizadas.

3. Relevancia y posibles implicaciones

Las lesiones cerebrales agudas tienen una rapida evolucidn y en pocos minutos se
puede producir una pérdida importante de tejido cerebral y, con ello, una gran pérdida
de células neurales, que pueden ocasionar la desaparicién de funciones cerebrales
importantes y que pueden incapacitar en diferente medida a los enfermos. Cabe indicar
gue estas enfermedades neuroldgicas son de las mas representadas en los servicios de
neurologia de los hospitales en la actualidad y suponen un gran gasto para la Sanidad
en la sociedad moderna. Por otra parte, no existe una terapia neuroprotectora, y el
Unico tratamiento, de aplicacidn exclusiva en los ictus embdlicos, es la aplicacion de r-
TPA para intentar deshacer el coagulo y facilitar la recirculacién sanguinea. Ademas,
hasta la actualidad, ninguna de las terapias neuroprotectoras desarrolladas en
investigacién en modelos animales para proteger a las células frente a un ataque
isquémico ha tenido una repercusién positiva en la clinica. Y poco se conoce acerca de
los mecanismos neurorreparadores que podrian activarse desde el organismo para
favorecer la recuperacion de las funciones cerebrales perdidas en estos enfermos.

La presente propuesta indica que los mediadores de la inflamacidn intervienen en la
regulacion de la neurogénesis; asi pues, moduladores farmacoldgicos de esta podrian
ser relevantes para la regeneracion tisular tras una lesién cerebral aguda. En segundo
lugar, hemos realizado una importante recoleccion y analisis de muestras humanes de
lesiones cerebrales agudas, y a pesar de que nuestras observaciones indican que la
neurogénesis enddgena no tendria lugar de modo importante en el cerebro adulto

humano, no deja de ser una informacién relevante en este ambito de investigacién.
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