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RESUM

Fins fa unes decades predominava el dogma universal sobre la incapacitat del sistema
nervios central de regenerar-se després del naixement, establint aixi, la no-formacio
de noves neurones durant I’etapa adulta. Recentment, s’ha demostrat el contrari, el
cervell adult és capac de regenerar-se i crear noves neurones madures funcionals, i
ho fa al llarg de tota la vida. L’objectiu principal del present treball és, per tant,
descriure i caracteritzar el procés de neurogénesi del cervell d’un mamifer adult a
partir de la recerca de bibliografia cientifica que ens permeti abordar i resoldre els
aspectes més importants del procés: que és, on i com es dona, quina és la seva
funcié, com es troba regulat i quina implicacié i relaci6 té amb les malalties
neurodegeneratives i el consum de drogues d’abus. Hi ha un gran nombre d’estudis
que palesen la inhibicié del procés de neurogénesi degut al consum de substancies
com ara l’alcohol, la cocaina o els opioides. En el present treball s’ha volgut
determinar també I’efecte de la mefedrona (sola i en combinaci6 amb etanol) sobre
la neurogénesi en I’hipocamp de ratolins adolescents. Per avaluar-ho, s’ha
administrat als animals una soluci6é de BrdU com a marcardor de cél-lules noves i, 28
dies després, s’han sacrificat i s’ha fet una immunohistoquimica en portaobjectes per
BrdU i NeuN amb els talls coronals de cervell. Amb tot, s’ha pogut observar un
descens en la taxa de neurogénesi en els animals tractats amb mefedrona, i encara
més, en els tractats concomitantment amb alcohol. Aquest fet, per tant, podria
relacionar-se amb una alteracio de la funcionalitat del sistema nervids central.

SUMMARY

Until a few decades ago a universal dogma existed with regards to the inability of the
central nervous system to regenerate after birth, impeding the formation of new
neurons during adulthood. Recently, the opposite has been demonstrated. The adult
brain is able to regenerate and create new functional neurons; this occurs during the
whole lifespan. The main aim of the present work is to describe and characterize the
process of neurogenesis in the adult mammalian brain through scientific literature
search allowing us to address the most important aspects of the process: what it is,
where and how it occurs, what its function is, how it is regulated and what
involvement it has in neurodegenerative diseases and the use of drugs of abuse.
There are a lot of studies that show the inhibition of the process of neurogenesis due
to the intake of drugs of abuse like ethanol, cocaine or opioids. In this project we
also wanted to determine the effect of mephedrone (alone and in combination with
ethanol) on hippocampal neurogenesis in adolescent mice. To assess this, we
administered animals with a solution of BrdU as a new cell marker and, 28 days later,
the animals were sacrificed and an immunohistochemistry on slides for BrdU and
NeuN was performed on coronal brain slices. A decrease in the neurogenesis rate of
animals treated with mephedrone was observed; this effect was further enhanced in
the mephedrone plus alcohol group. This phenomenon may be explained by an
altered functionality of the central nervous system.



JUSTIFICACIO D’INTEGRACIO DELS DIFERENTS AMBITS

El present Treball de Final de Grau pretén integrar coneixements pertanyents a tres
ambits cursats durant el Grau de Farmacia: Farmacologia, Fisiologia i Toxicologia.

D’una banda, la Fisiologia esta present en tant que un dels objectius del treball és
descriure un proceés fisiologic: la generacié de noves neurones en el cervell adult. Per
tant, s’estudia una funcié dels organismes vius, en aquest cas, dels mamifers.
Gracies a aixd, podem comprendre tots els elements i trets caracteristics del procés
funcional: com es dbéna, on, amb quina finalitat, com es troba regulat i quina
implicacié pot tenir en altres processos com ara en estats patologics.

D’altra banda, aquest tema també té una gran implicaci6 en el camp de la
Toxicologia ja que incorpora un apartat descriptiu del conjunt d’efectes nocius i
indesitjables que generen un conjunt de substancies no terapéeutiques, en aquest cas,
les drogues d’abus, sobre el procés de neurogénesi. A la vegada que també es pretén
estudiar a través de quins mecanismes es produeixen aquests efectes.

Tot i aixi, I’ambit principal és la Farmacologia, ciéncia que estudia com interacciona
una substancia activa amb I’organisme, els seus efectes i propietats. Un cop descrit
el procés de neurogéenesi, un dels objectius del treball és determinar I’efecte d’una
substancia activa, en aquest cas la mefedrona, sobre el procés de neurogenesi, aixi
com determinar el mecanisme pel qual aguesta és capa¢ de modificar el procés
fisiologic generant efectes indesitjables. Amb tot aix0, aquests coneixements ens
poden permetre deduir eines per combatre-ho o bé utilitzar aquesta modificacio
generada per a una aplicacié determinada.



1. INTRODUCCIO

El procés de neurogenesi (NG), tal i com indica la mateixa etimologia de la paraula:
<neuro> que vol dir “relatiu als nervis, neurones” i <génesi> que vol dir “formacio,
creacio”, fa referéncia al procés de desenvolupament i generacié de noves neurones
funcionals a partir de cel-lules mare neurals i progenitores. Aquest procés és el més
actiu durant el desenvolupament embrionari i é€s el responsable de la formacié de les
neurones en el cervell huma, parlem llavors, de neurogénesi embrionaria (1).

Fins fa unes décades, hi havia una presumpcié centenaria de “no hi ha generaci6 de
noves neurones després del naixement” suportada per cientifics neuroanatomistes
com ara Ramon i Cajal (2), que consideraven el sistema nerviés adult com un sistema
fix incapag de regenerar-se. Tot i aixi, aquesta teoria va quedar obsoleta quan, I’any
1965, Joseph Altman va demostrar la primera evidéencia de neurogenesi en el gir
dentat de I’hipocamp d’un rosegador adult (3,4).

Aquests descobriments, malgrat tot, van ésser ignorats per la comunitat cientifica
fins la decada del 1980, quan investigadors interessats en el tema van reprendre la
recerca demostrant la integracié sinaptica i funcional de noves neurones en el
sistema nerviés central (SNC) adult d’aus cantores (5). Posteriorment, es va
evidenciar I’existéncia de cél-lules mare neurals multipotents derivades del cervell
adult de mamifers (6,7) i, amb tot, hi ha hagut manifestacions continues de
neurogénesi adulta en tots els mamifers estudiats fins al moment, incloent també
als éssers humans (8).

El cervell mamifer adult és una estructura plastica capa¢ de remodelar-se i adaptar-
se dinamicament a nivell cel-lular i molecular en resposta a les interaccions de
I’individu amb el seu entorn més proper. El procés de neurogénesi en I’adult n’és un
clar exemple d’aquesta plasticitat estructural, segons el qual, al llarg de la vida,
van naixent noves neurones que s’integren en els circuits neuronals ja existents (9).
Malgrat tot, en condicions fisiologiques, aquest procés esta restringit espaialment en
dues regions privilegiades del cervell mamifer que alberguen cél-lules mare neurals i
precursores, i que sén I’excepcid a la regla de que la neurogénesi es dbna
exclusivament durant el desenvolupament: la zona subgranular (ZSG) del gir dentat
de I’hipocamp i la zona subventricular (ZSV), adjacent als ventricles laterals (1). En
aquest cas les cél-lules precursores migren des de la ZSV i s’integren al bulb olfactori
on es diferencien en neurones madures (1,10,11). Estudis recents, pero, estan posant
de manifest que en els humans, i a diferencia de la resta de mamifers, aquests
precursors no migren cap al bulb, siné que ho fan cap a regions proximes a la ZSV
com ara el cortex prefrontal i/o I’estriat (12,13). Es creu que, en general, la
neurogénesi en altres regions del SNC adult és molt limitada en condicions
fisiologiques normals, pero que podria ser induida després d’una lesio (14).



Si es tractés d’un procés estatic, merament reparador, la neurogenesi adulta no es
podria considerar com un mecanisme de plasticitat cerebral. Aquest fet suggereix
doncs, que el cervell adult ha de ser capa¢ d’adaptar la producci6 de noves neurones
d’acord amb la demanda de I’entorn i per aixo0, és d’esperar que existeixin factors
de regulacioé positius i negatius del procés que determinin la seva taxa. Aixi doncs,
tots i cadascun dels aspectes en la produccié de noves ceél-lules neuronals estan
estretament regulats i modulats tant per factors intrinsecs (gens, factors de
creixement, factors intracel-lulars, neurotransmissors, hormones, I’edat i factors
patologics) com per factors extrinsecs (tals com factors ambientals, substancies
farmacologiques i drogues d’abus) a I’individu (1,15,16,17).

Es tracta, doncs, d’un procés dinamic perfectament ajustat i regulat del qual, fins al
moment, es desconeix exactament la seva funci6 més enlla de proporcionar
plasticitat neuronal. Tenint en compte les estructures on es dbéna el procés -
hipocamp i bulb olfactori- les investigacions han anat dirigides a determinar la
importancia i repercussid de la neurogénesi en les funcions més rellevants que es
desenvolupen en ambdues estructures: aprenentatge/consolidacié de la memoria i
I’olfaccid, respectivament. Tot i aixi, hi ha grans controvérsies i discrepancies en els
resultats que sén un indici de que es requereix més investigacio6 (1,16,18).

Des de fa anys, la investigacié ha estat orientada també a estudiar el procés de
neurogenesi en el camp de les malalties neurodegeneratives. Tant el procés de
generacié de noves neurones com el de mort cel-lular tenen un paper critic en el
desenvolupament i manteniment del cervell adult. |, precisament, aquests processos
s’han vist alterats en malalties cronigues neurodegeneratives tals com I’Alzheimer, el
Parkinson o la malaltia de Huntington. Es més, la simptomatologia inicial de tots tres
trastorns és comuna i es caracteritza per depressions, ansietat i déficits
cognitius/olfactoris, funcions basiques de les dues regions neurogéeniques del cervell
(19,20). La inducci6 del procés, podria ser, per tant, una possible estratégia
terapéutica? S’estan concentrant esforcos per resoldre les qglestions plantejades
malgrat que, fins al moment, els resultats en molts casos resulten ser contradictoris.

Donada la importancia d’aquest procés en el camp de les malalties
neurodegeneratives, com també en I’estudi de les cel-lules mare, la neurobiologia
del desenvolupament i la plasticitat estructural, resultava no sols interessant, sino
imprescindible aprofundir en el coneixement de dit procés. La década del 1990 ja va
ésser testimoni d’un progrés significatiu en la resolucié de les giiestions relacionades
amb gairebé tots els aspectes de la neurogénesi adulta en el cervell de mamifer.
Aquest gran salt en el coneixement va ésser possible gracies a la introduccié d’una
nova técnica per I’estudi del procés. Es tracta de la 5’-bromo-2’-desoxiuridina
(BrdU) (21), un analeg de nucleotid que s’incorpora en les cadenes de DNA de les
cel-lules que s’estan dividint, i que per tant, permet fer un seguiment dels diferents
estadis de desenvolupament neuronal.



Aquesta mateixa técnica s’ha utilitzat ampliament per estudiar I’efecte de les
diferents drogues d’abus (alcohol (22), amfetamines (23), MDMA (24)...) sobre el
procés de NG, tot i aixi poc és sabut fins al moment de I’efecte de les noves
catinones sintetiques tals com la mefedrona.

La mefedrona (4-metilmetcatinona) (Fig 1) és una substancia d’abus derivada de la
catinona, un actiu i potent alcaloide natural amb propietats psicoestimulants (25). La
seva aparicié en el mercat va venir donada per I’elevat control i la restriccié en el
consum  d’altres  substancies d’abus com ara el MDMA  (3,4-
metilendioximetamfetamina, éxtasi), conjuntament amb el descens en la qualitat i la
puresa de la cocaina, fet que va impulsar I’aparicié de noves alternatives legals
anomenades catinones sintétiques, una nova familia de derivats amfetaminics (beta-
ceto-amfetamines) (26, 27).
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Fig 1: Estructura quimica de I’amfetamina (A), catinona (B), MDMA (C) i mefedrona (D)

Aquestes noves drogues d’abus, abans comercialitzades com sals de bany, provoquen
efectes similars als d’altres substancies psicoestimulants com ara el MDMA i la
cocaina (28,29), amb les quals presenten un grau de similitud estructural. Entre les
catinones, la mefedrona és una de les més demandades (30), de fet, el seu potencial
d’abus entre adolescents i adults joves és comparable al del MDMA i cocaina degut a
que resulta més facil d’aconseguir i és més economica que les més classiques (31).

Amb tot aix0, resulta evident la necessitat de determinar la possible afectacié del
procés de neurogénesi degut al consum de mefedrona, i és per aix0, que un dels
objectius del present treball ha estat determinar els efectes sobre la neurogenesi en
I’hipocamp de ratolins adolescents tractats préviament amb la droga.

En conclusié, tenint en compte els darrers avencos i amb I’ajuda de les noves
tecnologies emergents, és d’esperar que el camp de la neurogénesi adulta estigui



apunt de donar un altre gran salt en la proxima década. | aquest aveng €s necessari
no sols per resoldre les principals qliestions relacionades amb el procés, sind també
per poder descobrir nous coneixements sobre les funcions de I’hipocamp i del bulb,
aixi com per establir noves estrategies terapéutiques pel tractament de trastorns
neurologics i psiquiatrics dins del camp de la medicina regenerativa.

2. OBJECTIUS

2.1 Coneixer i descriure els trets principals del procés de neurogenesi del cervell
d’un mamifer adult mitjancant la consulta de bibliografia cientifica:

e Queé és

e Onesdobna

e Descripci6 dels diferents estadis de desenvolupament del procés

e Factors que regulen el procés

e Quina és la seva funcié

o Implicacié en el camp de les malalties neurodegeneratives i possibles
aplicacions terapeutiques

e Repercussio del consum de drogues d’abus sobre el procés

2.2 Determinar experimentalment I’efecte de I’administracié de mefedrona, sola i
en combinaci6 amb etanol, sobre la neurogenesi en I’hipocamp de ratoli
adolescent

3. MATERIALS | METODES

3.1 Part bibliografica: descripcio del procés de neurogenesi en
el cervell d’un mamifer adult

Per tal d’assolir I’objectiu general de descriure el procés de neurogénesi a partir de
la resolucié dels objectius especifics esmentats en I’apartat 2, la metodologia s’ha
basat en fer una recerca exhaustiva i una posterior sintesi de la informaci6 d’interés
provinent de fonts primaries (articles cientifics) i secundaries (articles de revisio) de
la bibliografia cientifica present en diferents bases de dades.

Per tal de dur-ho a terme ha estat imprescindible, primerament, conéixer quines
fonts d’informacio tinc a I’abast, aixi com aprendre 1’Us dels recursos tecnologics per
la cerca d’informaci6. Un cop aprés, m’he pogut documentar sobre el tema a tractar



identificant aquella informacidé més important i aixi planificar i redactar el treball de
final de grau d’acord amb els requisits de forma i contingut establerts.

Les bases de dades consultades han estat:

- PubMed: base de dades d’informacié biomédica produida pel National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Plataforma a partir de la qual es pot
tenir accés a bases de dades Medline, Cochrane (revisions sistematiques) i a
revistes completes. Accés via Internet des de la pagina web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

- Scopus: base de dades bibliografica que inclou totes les revistes indexades a
Medline i moltes més addicionals. Accés via Internet des de la pagina web
http://www-scopus-com.sire.ub.edu/

Els articles d’interés s’han trobat en aquestes bases de dades introduint al cercador
paraules clau com ADULT NEUROGENESIS, NEUROGENESIS HIPPOCAMPUS, ADULT
NEUROGENESIS NEURODEGENERATIVE DISEASES, entre altres.

En tots els casos, s’han intentat buscar els articles cientifics i reviews més recents
per tal d’aportar la informacié més actualitzada possible.

3.2 Part experimental: determinacié de [|’efecte de
I’administracié de mefedrona (sola i en combinacié amb etanol)
sobre la neurogénesi en I’hipocamp de ratoli adolescent

3.2.1 Tampons i solucions

PBS 0.1 M (phosphate buffered saline) pH 7.35, PBS 0.1 M - TRITO (0.2% i 0.5%), PBS
0.1 M - GELATINA (0.2%), HCI 2N i Acid Boric 0.1 M. (Veure Annex |.B)

3.2.2 Drogues i reactius

Mefedrona raceémica pura (4-metilmetcatinona), en forma d’hidroclorur, sintetitzada
previament al laboratori de Farmacologia i Quimica Terapéutica de la Facultat de
Farmacia, amb el permis de la Universitat de Barcelona, segons el procediment posat
a prova en el grup de recerca (32). Les solucions per a injeccio de la mefedrona es
van preparar amb soluci6 salina esteril (0.9% NaCl) just abans de I’administracié.

La solucié per a injeccié de BrdU es va preparar d’acord amb el procediment descrit
préviament (33) amb solucio salina estéril (0.9% NaCl), just abans de I’administracio.

Els anticossos primaris vers BrdU i NeuN els obtenim de la companyia Merck Millipore
(Darmstadt, Alemanya) i els secundaris, Alexa-Fluor 488 i Alexa-Fluor 594 de Life



Technologies. La solucié de Fluoromount-G d’Electron Microscopy Sciences (Hatfield,
England). Finalment, la resta de reactius els obtenim de la companyia Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

3.2.3 Animals d’experimentacié

Ratolins mascles Swiss-CD-1 adolescents, de 5 setmanes de vida amb un pes de 35g
aproximadament. Estabulades a una temperatura de 22 + 1°C sota un cicle de
llum/foscor de 12h, i amb lliure accés a menjar i aigua (dieta estandard del
laboratori, Panlab SL, Barcelona).

El protocol experimental referent al tractament dels animals en aquest estudi
compleix amb les directrius del Consell de la Comunitat Europea (86/609/CEE). A
més, ha estat aprovat pel Comité Animal Etic de la Universitat de Barcelona, sota la
supervisié del Govern Autonomic de Catalunya.

3.2.4 Tractament dels animals

Preparem una soluci6 d’hidroclorur de mefedrona de concentracio 2.5 mg/ml.

Un dels objectius d’aquest estudi és determinar si I’etanol és capa¢ d’incrementar
els efectes neurotoxics d’un régim de tractament amb mefedrona amb efectes
neurotoxics minims. D’acord amb estudis previs (34), el régim de tractament a seguir
per assolir el nostre objectiu és de quatre dosis de 25 mg/kg. Aixi doncs,
administrem via subcutania un volum de 10 ml/kg a cadascun dels ratolins cada 2h.
El interval entre dosis es va escollir d’acord amb el temps de semivida de la
mefedrona (35).

Per tal de simular la ingesta recreativa d’etanol es va buscar un regim
d’administracié que causés una concentracio d’etanol en sang de 1.5 g/L durant tota
la durada del tractament. Donada la diferéncia entre les cinétiques de la mefedrona i
de I’etanol (35,36), es van administrar diferents dosis d’etanol via subcutania
simultaniament amb la mefedrona per tal de disminuir el dolor dels animals i
simplificar I’execucio.

Per determinar les dosis d’etanol a administrar, es van extreure mostres de 50 ul de
sang dels animals via jugular una hora després de cada administracié. Les mostres es
van recollir en tubs amb EDTA (acid etilendiaminotetraacétic) com anticoagulant, i
es va determinar la concentracié d’etanol mitjancant cromatografia de gasos,
utilitzant el metanol com a patré intern. Finalment les dosis d’etanol escollides per
ser administrades cada 2h van ser: 2, 1.5, 1.5, 1 g/kg.

Es van fer quatre grups: control (serum fisioldgic), mefedrona, etanol i mefedrona +
etanol, amb 6-8 animals per grup. Durant el tractament, els animals estaven en una
cambra a una temperatura de 26 + 1°C per simular les condicions en qué es troben
els consumidors quan prenen mefedrona.



Posteriorment, 12h i 24h després de I’ultima administracio de mefedrona, es va
administrar a cada animal 5mi/kg via intraperitoneal de solucié de BrdU a una dosi
de 50 mg/kg. La BrdU (5’-bromo-2’-desoxiuridina) és un analeg nucleotidic que
s’incorpora a les cadenes de DNA naixents i ens permet analitzar la sintesi de DNA
que té lloc en un determinat periode.

3.2.5 Immunohistoquimica en portaobjectes

Tecnica histoquimica basada en una reaccié antigen - anticos que permet identificar
un determinat tipus cel-lular en un teixit concret. Es basa en la uni6 especifica d’un
anticos primari a un antigen determinat (en aquest cas, la BrdU), al qual se li unira
posteriorment un anticos secundari conjugat amb un fluorocrom el qual, a I’excitar-
se amb una determinada longitud d’ona, emetra una radiacié a una altra longitud
d’ona que permetra visualitzar I’estructura al microscopi de fluorescéncia i confocal.

Obtencié de les mostres de teixit

Els diferents talls de cervell provenen del sacrifici dels ratolins 28 dies després de la
primera injeccio de BrdU. El procediment a seguir és:

1. Anestesiar els animals amb pentobarbital sodic (1g/kg)

2. Sacrifici dels animals per perfusié transcardial amb 30 ml de PBS 0.1 M i,
posteriorment, amb 60-100 ml de paraformaldehid al 4% en PBS 0.1 M.

3. Diseccionar el crani i extreure I’encéfal sencer. El fixem overnight en la
mateixa solucié de paraformaldehid al 4% en PBS i ho equilibrem amb una
solucié de sacarosa al 30% en PBS fins que el cervell no suri en la solucié.

4. Seccionament: obtenci6 de seccions coronals seriades dels cervells de 30 pm
de gruix amb un criostat. Recollir-los i emmagatzemar-los free-floating amb
solucio crioprotectora (30% sacarosa, 30% PEG en PBS) a -20°C fins al seu Us en
I’analisi immunohistoquimic.

Desnaturalitzacié del DNA

La desnaturalitzacio del DNA és necessaria per permetre I’accés i la unié de I’anticos
primari anti-BrdU al nucleotid. Per fer-ho, es van seleccionar les seccions d’interés i
es van rentar amb PBS 0.1 M amb 0.2% de trit6 per tal de permeabilitzar la
membrana. Llavors, per tal de desnaturalitzar el DNA, es van incubar els talls 30 min
amb HCI 0.2N a 37°C i un cop transcorregut el temps, es van rentar amb PBS i es van
incubar 10 min amb acid boric 0.1 M a 37°C. Finalment, es van rentar amb PBS i es
van incubar 1h a temperatura ambient amb la solucié de bloqueig (PBS amb 0.2% de
gelatina, 0.2 M de glicina, 10% de sérum bovi fetal (FBS) i 0.3% de Trit6 X-100).



Incubacié amb I’anticos primari BrDU

Les seccions de teixit es renten i s’incuben overnight amb els segients anticossos
primaris: mouse anti-BrdU (dilucié 1:250) i rabbit monoclonal anti-NeuN (dilucio
1:500); diluits en solucié de bloqueig, amb agitacié continua i a temperatura de
refrigeracié 4°C.

Incubacioé amb I’anticos secundari

Incubar els talls amb els anticossos secundaris corresponents diluits en PBS amb Trit6
X-100 al 0,2%, durant 2h a temperatura ambient sota agitacié continua. L’anticos
secundari emprat per BrdU va ser Alexa-Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (1:500) i
per NeuN, Alexa-Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (1:500).

Finalment, es van rentar els talls amb PBS i es van disposar en portaobjectes emprant
com a medi de muntatge Fluoromount-G.

Quantificacio

Mitjancant un microscopi confocal TCS SP2 Leica es va avaluar la neurogénesi
mitjancant el recompte manual del numero de cél-lules que presentaven doble
marcatge (BrdU i NeuN) i que per tant, correspon amb el fenotip de neurona madura.

El recompte el va realitzar un observador cec, i es va fer de sis seccions coronals per
cervell d’animal. Per tal d’estimar el total de cél-lules marcades per gir dentat, es
va normalitzar pel volum del gir dentat. Aixo es va fer multiplicant el nombre total
obtingut de les 6 seccions coronals seleccionades per I’index de volum (relacié entre
el volum total combinat de les seccions seleccionades i el volum del gir dentat). Per
calcular I’index de volum es va delimitar I’area del gir dentat de cada mostra gracies
a la tincio NeuN i el programa informatic Image J.

4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1 Concepte i tipus de neurogéenesi

El terme neurogenesi (NG) fa referencia al procés de generacié de neurones madures
funcionals en el cervell a partir de cél-lules mare neurals i precursores. Durant el
desenvolupament perinatal és quan el procés es troba més actiu, ja que és el
responsable de poblar el cervell de neurones. Es el que es coneix amb el nom de
neurogenesi embrional (1).

No va ésser fins I’any 1965, quan Joseph Altman i els seus col-laboradors van
demostrar per primera vegada I’existéncia d’aquest procés també en el cervell
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mamifer adult (3,4), derogant per complet el dogma universal sobre la incapacitat
del cervell adult de regenerar-se i crear noves neurones després del naixement.

Aixi doncs, parlem de neurogenesi adulta per referir-nos al procés que es déna al
llarg de tota la vida, a partir del qual cél-lules mare neurals i cel-lules precursores
neuronals donen lloc a noves neurones funcionals madures que s’integren en els
circuits preexistents del cervell de I’individu. Aquest procés esta evolutivament
conservat des de crustacis (37) fins a vertebrats, incloent ocells (38), rosegadors
(3,39), primats (40) i humans (8). Pero s’ha vist que el grau de neurogénesi decreix
amb la complexitat cerebral i es creu que depén dels beneficis que suposa la
generacié de noves neurones enfront els problemes que generen als circuits
neuronals on s’integren (41).

Aquestes noves cel-lules presenten totes les caracteristiques propies de les neurones
madures del sistema nerviés central (SNC): sén no mitotiques i polaritzades,
presenten dendrites i axons en la seva estructura, formen sinapsis eficientment, sén
actives eléctricament, generen potencials d’accié en resposta a estimuls sinaptics
excitatoris i inhibitoris i son capaces d’alliberar neurotransmissors en resposta a
potencials d’accio (42).

Aix0 no obstant, cal tenir en compte que la neurogénesi adulta difereix en dos
aspectes fonamentals de la neurogénesi embrional (43):

1. La neurogénesi adulta, a diferéncia de I’embrional, es dona en regions del
cervell que no han estat necessariament programades per promoure la
neurogenesi, ja que el propi desenvolupament cerebral ha cessat anys enrere
en I’etapa perinatal. Es per aquest motiu que el procés necessita d’un
microambient permissiu amb proteccié enfront factors anti-neurogénics del
teixit cerebral circumdant.

2. El procés de neurogénesi adult no sembla ser de progressio tant organitzat i
massiu amb les diferents etapes succeint en paral-lel. Aixo vol dir que, per
exemple, en I’hipocamp adult podem trobar en qualsevol moment les
neurones en tots i cadascun dels diferents estadis de desenvolupament, des
de la cél-lula mare fins la neurona madura. Aixi doncs, parlem d’un procés
individualitzat, no d’un esdeveniment poblacional com és el cas de la
neurogenesi intrauterina. Tot i aixi, amb el terme neurogénesi ens referim a
tot el procés, la successio de tots els multiples passos del desenvolupament,
no ens referim a la divisié d’una cél-lula progenitora aillada.

4.2 On es duu a terme la neurogenesi en el mamifer adult?

La neurogénesi en I’adult és possible en regions determinades del cervell que
presenten un microambient particular amb uns constituents i unes caracteristiques
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que resulten favorables i permissives per a que es desencadeni el procés. A aquest
microambient favorable se’l coneix com neurogenic niche (ninxol neurogeénic) o
neural stem cell niche (ninxol de ceél-lules mare neurals). Aquest inclou diversos
tipus cel-lulars i components tissulars tals com: les cél-lules mare neurals i
progenitores amb els seus descendents, astrocits, oligodendroglia, microglia,
cél-lules endotelials, cel-lules immunitaries i vasculatura (44) (la qual té un rol molt
important en la regulacié de la proliferacié dels precursors neuronals) (45).

Tenint en compte aix0, la neurogénesi adulta en condicions fisiologiques normals
esta restringida espaialment a dues regions definides del cervell mamifer adult (Fig
2) (1,11,16,46,47):

- La zona subgranular (ZSG) del gir dentat (GD) de I’hipocamp: una petita banda
de teixit situada entre la capa granular i el hilus. El procés s’origina a partir dels
precursors que resideixen en la ZSG i dona lloc a noves neurones que s’integraran
en la capa granular del gir dentat.

- La zona subventricular (ZSV) que revesteix els ventricles laterals. Els mateixos
precursors de la ZSV es van desenvolupant i migren per la via rostral migratoria
(rostral migratory stream) cap al bulb olfactori, on acaben esdevenint
interneurones granulars o periglomerulars que s’incorporen en les xarxes
neuronals preexistents.

Fig 2: Visié d’una seccié sagital d’un
cervell de rosegador adult. Es troben
marcades les dues regions espaialment
restringides  on es dona la
neurogenesi: el gir dentat (DG) de
I’hipocamp ~ (HP), i la  zona
subventricular dels ventricles laterals
(LV) des d’on migren els neuroblasts
per la via rostral migratoria (RMS) fins
al bulb olfactori (OB). (1)

Malgrat aix0, hi ha hagut també evidéncies que suggereixen I’existéncia del procés
en altres regions del cervell mamifer adult com ara el propi bulb olfactori (48) o la
substancia nigra (49). Pero, en el present treball, ens centrarem en les dues regions
les quals la preséncia d’una neurogénesi constitutiva no és controvertida.

S’han trobat també ceél-lules mare i precursores en altres regions del cervell que es
creu que durant el desenvolupament intrauteri son responsables de donar lloc a la
poblacié neuronal sencera, perd que en I’adult, en condicions fisiologiques normals,
no es troben “actives” (50). Es a dir, en I’adult, si aquestes es troben en arees no
neurogeniques no fan servir el seu potencial neurogenic. Ara bé, si es troben en un
area permissiva com la ZSG i ZSV, poden fer-ne Gs (51,52). D’altra banda, s’especula
que estimuls com ara una lesié cerebral podria crear el microambient favorable pel
procés i per tant, induir la neurogénesi en zones no neurogeniques (14).
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4.3 Caracteritzaci6 del procés de neurogenesi en el cervell
mamifer adult

El procés s’origina gracies a I’existencia de cél-lules amb activitat mitdtica en la ZSV
i ZSG del cervell. Aquestes es poden classificar en dos grups: les cél-lules mare
neurals i les cel-lules progenitores neuronals (CPN) (15).

Cel-lules mare neurals

El seu cicle cel-lular és superior a 28 dies. Tenen capacitat de generar continuament
dos tipus cel-lulars mitjancant la divisio cel-lular: noves ceél-lules mare (el que
s’anomena capacitat d’autorenovacio) i cél-lules progenitores neuronals. Aquestes,
al seu torn, tenen un cicle cel-lular de 12 hores pero perden la seva capacitat
mitotica per donar lloc a neurones (53,54).

Les cél-lules mare neurals embrionaries sén pluripotents, és a dir, tenen la capacitat
de diferenciar-se donant lloc a diferents tipus cel-lulars de [I’organisme en
desenvolupament. Les cél-lules mare en el cervell adult, en canvi, perden part
d’aquesta capacitat i resten multipotents, la qual

cosa implica que només poden donar lloc, smmwl@-)
finalment, a tipus cel-lulars més restrictius i 4
especifics: neurones, astrocits i oligodendrocits mgen“m@j

(11,55,56). (Fig 3)

lineage restricled progenitor cellg

Fins al moment, hi ha una gran controvérsia sobre G'; \)/‘; @‘J
quina és la naturalesa de les cél-lules mare neurals ‘ -
|
1% )

. : 4
i, per tant, l’origen cel-lular de les CPN. Les
cél-lules mare comparteixen caracteristiques
funcionals, morfologiques i antigeniques propies 5
f‘r-_ll .

d’una cel-lula glial radial amb propietats d’astrocit .
., Oligodandrocyta Astrooyle Meuron

(57-59). De fet, s’ha demostrat que una poblacié

especifica de glia radial pot originar precursors Fig 3 Tipus cel-lulars

neuronals, els quals, al seu torn, originen tant (¢ligodendrocits, astrocits i neurones)

. . als quals pot donar lloc les cél-lules
neurones com cel-lules de la glia (60,61). mare multipotents (cel-lules B) de la

ZSG i ZSV en el cervell adult.

e

Per aquest motiu, la majoria d’estudis reforcen la teoria de que, en ambdues regions
cerebrals, les CPN procedeixen de cel-lules mare de tipus astrocitic (GFAP® glial
fibrillary acidic protein; i nestina’) anomenades astrocits radials o cél-lules tipus B.
(57,58). | aixi doncs, s’especula que el procés de neurogenesi i gliogenesi puguin
estar barrejats o almenys, provinguin de la mateixa cel-lula mare (62).
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Model de desenvolupament

Malgrat que el resultat del procés de neurogénesi en ambdos regions cerebrals (ZSV i
ZSG) sigui el mateix: generacié de noves neurones madures, cal saber que el model
de desenvolupament proposat en cada cas difereix substancialment.

En trets generals i des d’un punt de vista senzill i simplista, el procés de neurogenesi
en ambdos regions consta de les seguents fases (43):

1. Divisi6 inicial i proliferacio lenta de les cél-lules mare neurals

2. Fase d’expansi6: proliferacié rapida de les cél-lules progenitores neuronals
transitories a unes de llinatge cada cop més restrictiu (neuroblasts)

3. Etapa post-mitotica: procés de selecci6 cel-lular i integracié en la xarxa neuronal
preexistent de les cél-lules que han sobreviscut a la seleccid

4. Ultimes fases de desenvolupament i maduracié post-mitotic: increment gradual
de la connectivitat neuronal i canvis en les propietats fisiologiques de la neurona

Durant I’etapa de progenitor a neuroblast, la majoria de ceél-lules son subjectes a un
primer procés critic de seleccié cel-lular per a la supervivencia, segons el qual, o
seran eliminades o bé es reclutaran per esdevenir funcionals (63-65). El resultat
d’aquest procés sempre resulta amb una reduccié drastica del nUmero de cél-lules
gue moren per apoptosi (65). Aixi doncs, de totes les cél-lules formades, només unes
poques arribaran a integrar-se a la xarxa neuronal i ser actives.

Pel que fa al moment d’integraci6 de les neurones immadures en la xarxa
preexistent, és quan es produeix la segona etapa critica de seleccié (66,67). Les
noves neurones que es connecten sinapticament a la xarxa mostren una
hiperexcitabilitat i una major plasticitat sinaptica degut a I’acciéo del glutamat
(neurotransmisor excitador) durant el periode de maduracié (68). Després d’una fase
prolongada de maduracié, tot i aixi, acaben presentant propietats
electrofisiologiques similars. Amb tot, hi ha dos possibles conseqiéncies
fisiologiques: aquesta plasticitat incrementada pot donar a les noves cel-lules un
avantatge per competir amb les neurones antigues en la formacio i estabilitzacio
selectiva de noves connexions sinaptiques. A més, també podrien permetre que les
noves neurones fessin una contribucié unica en el processament de la informacio
durant aquell periode (67,68).

En consequiéncia, I’activitat i capacitat proliferativa de les cél-lules precursores és
poc predictiu i representatiu de la taxa de neurogenesi final esperada. Aquesta
variabilitat en la seleccidé per la supervivencia és responsable en gran part de la
variabilitat del resultat del procés. Aixi doncs, per valorar el nivell de NG que es
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dona en un individu, cal tenir present dos index: el nivell de proliferacié de les
cel-lules i I’index de supervivéncia de les mateixes (70).

En quant a la integracié de les neurones, existeix un ampli debat (Fig 4) sobre si
aquestes neurones s’integren directament (contribuint al creixement de I’estructura)
0 bé reemplacen a les neurones antigues. Com també queda aprofundir en el
coneixement sobre si la funcié propia de la nova neurona és o no especifica (16).

Fre-specified function,
different from that
Adaptable function of existing cells

Leaves existing

Simply replaces
neurcns unchanged

function of existing
dying cells

Changes existing
network

Fig 4: Possibles funcions de les noves neurones a nivell cel-lular i de xarxa neuronal. Esquema basic de les
possibilitats funcionals que la nova neurona pot aportar a la xarxa preexistent a la qual s’uneix. Aquestes poden, d’una
banda, tenir una funcié inespecifica i adaptable, o bé un paper especific i predeterminat. A més, poden simplement
afegir-se a la xarxa, fent la seva funcio sense causar cap canvi, o bé alterar les caracteristiques de la xarxa. Finament,
també és possible que no facin cap funci6 especial i simplement reemplacin la funcié d’una existent, la qual mor.
Totes aquestes funcions i possibilitats no necessariament s’exclouen les unes de les altres. Pot ser, per exemple, que
una neurona tingui una funcié particular i especifica al inici de la seva maduracié i que adquireixi un rol similar al de
les cel-lules existents un cop ha madurat (16).

4.3.1 Neurogenesi en la zona subgranular del gir dentat de I’hipocamp

S’ha determinat un MODEL DELS SIS ESTADIS DE DESENVOLUPAMENT d’acord amb la
morfologia, habilitat proliferativa i expressio de marcadors moleculars clau de cada
tipus cel-lular implicat (43) (Fig 5).

ESTADI 1: divisio inicial i proliferacié lenta de les cel-lules mare

Les cél-lules mare de la ZSG (nestina” GFAP" i S-100 B"), anomenades “cél-lules tipus
1”7, presenten una baixa habilitat proliferativa, es divideixen amb poca frequéncia i
ho fan asimétricament. Les cel-lules filles s6n un tipus de CPN anomenades “cel-lules
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tipus 27 (59), les quals, al seu torn, acabaran originant cel-lules glials i neurones (71)
en la capa granular del gir dentat (72,73).

En quant als marcadors moleculars, aquestes expressen un marcador tipic d’astroglia:
GFAP (glial fibrillary acidic protein), i al igual que els progenitors d’astrocits,
expressen també una proteina de filament anomenada Nestina (59), la qual és un
marcador de cel-lules progenitores del SNC que marca la terminacié del cicle
cel-lular i el inici de la diferenciacio (74). D’altra banda, els astrocits ja madurs
expressen, a més de la GFAP, una proteina d’uni6 al calci: S-100 B (62) (marcador
tipic d’astrocit madur (74)), i no s’ha trobat fins al moment cap cel-lula positiva per
aquest marcador en el cicle de NG (62).

ESTADIS 2-4: Fase d’expansio: proliferacié rapida de les cél-lules progenitores
neuronals transitories a unes de llinatge cada cop més restrictiu (neuroblasts)

Es donen tres etapes consecutives d’amplificaci6 de CPN que difereixen entre elles
pel seu potencial proliferatiu i el seu nivell de diferenciacié neuronal. Culmina amb
I’acabament del cicle cel-lular.

S’inicia amb les cel-lules tipus 2 (cél-lules filles que provenen de la divisi6 inicial de
la cél-lula mare) que presenten una habilitat proliferativa molt alta. Es llavors, per
tant, quan es dbéna la major part de I’expansié cel-lular del procés i comencen a
diferenciar-se (59,76).

Pel que fa als marcadors cel-lulars, es poden distingir dos subtipus de cél-lules tipus
2: les 2a i 2b (76). Ambdues sén GFAP™ i Nestina®, pero les 2a son negatives i les 2b
son positives pel marcador neuronal DCX (double courtin, proteina associada als
microtubuls de cel-lules precursores i neurones immadures) (59,76,77). Algunes
poden expressar també PSA-NCAM (59) (forma polisialilada de la molécula d’adhesio
cel-lular neuronal, glicoproteina implicada en I’adhesié cel-lular i plasticitat
sinaptica, entre altres. Indica un estat d’activitat precursora (78)). Aixi doncs se
solapen marcadors glials (nestina) i neuronals (DCX, PSA-NCAM). Les tipus 2a (estadi
2) comparteixen caracteristiqgues amb els astrocits i evolucionen donant lloc a les 2b
(estadi 3) que presenten membranes més complexes i, ocasionalment, fins i tot es
poden trobar canals de sodi (59).

Aquestes cél-lules proliferen i evolucionen fins entrar en I’estadi 4 donant lloc a les
cel-lules tipus 3, considerades com neuroblasts i caracteritzades per una baixa
activitat proliferativa i diversitat morfoldgica. Pel que fa a I’expressiéo de marcadors:
son GFAP’, Nestina, DCX" i PSA-NCAM®, aixi doncs només presenten marcadors
neuronals (79).

Cal destacar la heterogeneitat existent entre la poblacié de cel-lules en divisi6, tret
molt caracteristic d’aquest procés (18,80).

ESTADI 5: Etapa post-mitotica, procés de seleccié de supervivencia i integracio de les
cel-lules que han sobreviscut a la seleccié en la xarxa neuronal preexistent
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L’estadi comenca quan les céel-lules tipus 3 acaben el seu cicle mitotic i s’entra en un
estat transitori post-mitotic amb unes cél-lules granulars encara immadures. S’arriba
a aquest estadi tan sols 3 dies després de la divisio de la cel-lula mare inicial (43,81).

En quant als marcadors moleculars, son PSA-NCAM®, DCX" i expressen també una
proteina d’unié al calci caracteristica de neurones immadures anomenada calretinina
i la proteina nuclear especifica de neurones en vertebrats (NeuN) (62,78,79).

Transcorreguts 4 dies després d’assolir aquest estat de desenvolupament es dona el
procés de seleccié, de manera que la poblacié de cél-lules granulars immadures es
redueix drasticament fins que, 1.5 setmanes després, arriba a un nivell que esdevé
constant durant mesos i anys (81). Aquest comportament evidencia que I’expansio
cel-lular es produeix a nivell de cél-lules precursores, sobretot cél-lules tipus 2,
mentre que el reclutament per a la diferenciacié final (i per tant, decisié de
supervivencia) es dona amb posterioritat, que resulta amb la mort per apoptosi de la
majoria de cél-lules.

Paral-lelament, les neurones immadures migren a I’interior de la capa granular i
continuen diferenciant-se i desenvolupant-se en I’elongacié axonal i en I’elaboracio
de I’arbre dendritic en la capa molecular (82). Uns deu dies després de la divisio
inicial, I’ax6 neural creix i entra en contacte amb la regi6 diana de la CA3 de
I’hipocamp (73, 83, 84). Aquesta formacio de I’axd, no obstant, s’inicia abans de fer
els primers contactes sinaptics de I’arbre dendritic, el qual comenca a formar-se una
setmana més tard i triga fins i tot mesos en finalitzar (82).

ESTADI 6: Ultimes fases de desenvolupament i maduracié post-mitotic: increment
gradual de la connectivitat neuronal i canvis en les propietats fisiologiques de la
neurona

L’estadi comenca quan les cél-lules granulars immadures, durant el seu
desenvolupament, deixen d’expressar calretinina i comencen a expressar una altra
proteina d’unid al calci anomenada calbindina, marcador caracteristic de neurones
madures. Aguest canvi es dona entre 2-3 setmanes després de la divisid inicial pero
no indica un estat de maduracié absolut ja que calen entre 4-7 setmanes més per a
gué aquestes cel-lules adquireixin I’activitat excitatoria completa i siguin totalment
funcionals i indistingibles d’altres cel-lules granulars antigues (69,85).

Finalment, el procés culmina amb la integracid de les noves neurones granulars
diferenciades en els circuits neuronals preexistents de la capa granular del gir
dentat. Alguns autors defensen que aquestes neurones s’integren directament a
I’estructura (81), mentre que altres, sostenen que reemplacen a les neurones
antigues (86). S’estima que en el cervell huma adult, aproximadament 700 noves
neurones s’incorporen diariament al GD, és a dir, un 1,5% de la poblacié cel-lular
total de I’estructura a I’any, amb un lleuger descens durant I’envelliment (87).
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Fig 5: Representaci6é grafica del Model dels Sis Estadis de Desenvolupament proposats pel procés de
neurogénesi adult en el gir dentat de I’hipocamp. Els diferents estadis de desenvolupament es poden identificar
en base a la morfologia, habilitat proliferativa i expressié de marcadors de cada subtipus cel-lular (Nestina, GFAP,
DCX, calretinina, calbindina i NeuN). El desenvolupament s’origina des de la cel-lula mare (cél-lula tipus 1, estadi
1) amb propietats de glia radial astrocitica anomenada cel-lula tipus B. Aquesta progressa pels diferents estadis de
progenitors d’amplificacié transitoris (tipus 2a, 2b, i 3; estadis 2-4), els quals sén més restrictius en llinatge i
comencen a deixar d’expressar marcadors glials. Finalment s’arriba a un estat post-mitotic amb una
neurona immadura que expressa calretinina (estadi 5) i que arriba a neurona madura funcional expressant
calbindina [43].

4.3.2 Neurogenesi en la zona subventricular dels ventricles laterals

Estudis quantitatius indiquen que la taxa de neurogénesi en la ZSV de rata adulta és
d’aproximadament 80.000 noves neurones granulars per bulb olfactori i dia. Cosa que
representa el 1% de la poblaci6 de cel-lules granulars olfactories per dia (88).

ESTADI 1: divisio inicial i proliferaci6 lenta de les cél-lules mare

El procés s’inicia amb I’activacié de les cél-lules mare (cél-lules tipus B, nestina®
GFAP" i 5-100 B") de proliferacio lenta residents en les parets dels ventricles laterals,
gue comencen el seu cicle cel-lular mitotic donant lloc a les CPN (89).

ESTADI 2: Fase d’expansié: proliferacio rapida de les cel-lules progenitores
neuronals transitories a unes de llinatge cada cop més restrictiu (neuroblasts)

Les CPN proliferen rapidament fins donar lloc als neuroblasts. Un cop generats,
aquests migren, a diferéencia dels precursors de la ZSG, una distancia considerable
(uns 5 mm en rosegadors i fins a 20 mm en primats) durant un periode de 6 a 15 dies
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fins arribar al bulb olfactori (90). Ho fan per la via rostral migratoria (VRM). La VRM
és I’tnica estructura del cervell que posseeix una ruta llarga de migracié. Aquesta
s’inicia en la ZSV amb la partida dels neuroblasts i finalitza amb I’arribada de les
noves interneurones al bulb olfactori (91,92).

Els neuroblasts presenten una morfologia allargada que els permet formar cadenes
entre ells, la qual cosa facilita la seva migracié cap al bulb mentre segueixen
dividint-se (10,91,93). Aquestes cadenes de neuroblasts es desplacen a traves d’una
estructura tubular formada per astrocits, els quals secreten factors de creixement
que afavoreixen la migraci6é (10,93). A més, també serveixen de suport direccional i
contribueixen a la supervivéncia dels neuroblasts evitant que aquests surtin de la via
prematurament (47).

Els precursors, en el moment de la migracié cap al bulb olfactori, comencen a
expressar la proteina calretinina (ho fan amb anterioritat en comparacié amb la ZSG)
(94).

ESTADI 3: Etapa post-mitdtica: procés de seleccio cel-lular i integracioé en la xarxa
neuronal preexistent de les cel-lules que han sobreviscut a la seleccié.

Un cop els neuroblasts arriben al nucli del bulb, surten de la VRM (se separen de les
cadenes) i migren radialment cap a la capa granular i periglomerular. En aquell
moment é€s quan es dbéna el procés de seleccié per a la supervivencia. Alli, com a
neurones immadures, estenen ramificacions dendritiques i més endavant es
diferencien en dos tipus d’interneurones (cél-lules granulars i periglomerulars)
d’activitat gabaérgica i dopaminérgica (75,91,92).

ESTADI 4: Ultimes fases de desenvolupament i maduracié post-mitotic: increment
gradual de la connectivitat neuronal i canvis en les propietats fisiologiques de la
neurona (Fig 6)

Integracid sinaptica i maduracié de les cél-lules granulars i neurones periglomerulars
en el bulb olfactori. Un cop integrades, estableixen contactes locals en el bulb i
modulen de forma directa o indirecta el processament de la informacio sensorial
(95).

Les cél-lules granulars esdevenen madures al cap de dues setmanes (95), mentre que
les periglomerulars ho fan al cap de 4 (96), un periode de temps similar al que, com
hem vist, triguen les neurones de I’hipocamp en madurar (85). La majoria esdevenen
neurones granulars gabaérgigues que mangquen d’axons i estableixen sinapsis
dendritiques amb cél-lules de la regi6. Una minoria, en canvi, esdevenen neurones
periglomerulars gabaérgiques, un petit percentatge de les quals s6n també
dopaminergiques. Aixi doncs, el procés culmina amb la generacié de diferents
subtipus d’interneurones en el bulb olfactori segons la seva localitzaci6 (97).
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Fig 6: Maduracié post-mitotica de les noves neurones nascudes en el cervell adult a partir del procés de
neurogénesi en la zona subventricular. Es representen els diferents estats anatomics i funcionals de
desenvolupament dels dos tipus neuronals del bulb olfactori, previs a I’estat de neurona madura. Es considera
com un procés continu més que diferents estats separats i els temps de maduracié poden canviar entre cel-lules.
Per aquest motiu, els temps que es representen corresponen a aquells en que s’ha pogut observar abans les
propietats en un subtipus cel-lular donat. A més, la maduracié6 no és completa als 28 dies, sind que la
complexitat i densitat dendritica es completa als 4 mesos després del naixement de la neurona. Tot i aixi, les
cel-lules granulars maduren abans que les periglomerulars (i les del gir dentat). Es representen també els
diferents marcadors moleculars que expressa cada subtipus cel-lular en cada estadi de desenvolupament. TUC4,
proteina mediadora de la resposta a collapsina; TUJ1, beta-IIl tubulina, TH tirosina hidroxilasa. [16]

4.3.3 Neurogenesi en el cervell adult huma

Estudis molt recents estan posant en dubte que en els humans els neuroblasts de la
ZSV migrin per la via rostral migratoria cap al bulb olfactori. De fet, en els
experiments de Bergmann 2012 (98) es va mesurar I’edat de les neurones del bulb
olfactori en I’huma adult i conclogueren que I’edat correspon al moment del
naixement de I’individu, establint doncs que es déna només en recent nascuts i es va
perdent amb I’edat fins que, en I’edat adulta, és molt limitada o practicament
inexistent.

Pot semblar intuitiu que I’activitat en I’hipocamp es mantingui amb I’edat per tal de
proporcionar una adaptacioé cognitiva a I’individu, mentre que la neurogénesi en el
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bulb descendeixi degut a la menor dependéncia olfactoria en relacié amb els nostres
avantpassats. Tot i aixi, els precursors neuronals (neuroblasts) si que es generen en
el cervell huma adult, i no sols en I’hipocamp, sind també en la ZSV. De fet, la
dinamica i el grau de generacid d’aquests en totes dues regions és similar: hi ha un
gran descens durant els primers mesos de vida, després una generacié sostinguda fins
que descendeix amb I’edat (13). La diferencia amb la resta de mamifers no és el
patré de generacio de neuroblasts, sind que aquests no migren de la ZSV cap al bulb
olfactori. Altres estudis apunten que els neuroblasts realment viatgen per la via
rostral migratoria cap a regions més properes com I’estriat i/o el cortex prefrontal.
Amb tot, aquests resultats revelen la robustesa de la migracié tangencial de les
neurones immadures en la ZSV postnatal de I’huma (12,13).

4.4 Requlacio del procés de neurogenesi en el mamifer adult

La neurogenesi no €s un procés biologic estatic, doncs la seva taxa és variable i
depen de diversos factors de regulacié moleculars i de I’entorn (99). No es tracta
d’un procés iniciat amb la proliferacio de les cél-lules mare i merament corregit per
mecanismes de mort cel-lular durant les fases de seleccié per la supervivéncia, siné
gue es tracta d’un procés complex i altament regulat que es veu influenciat per
molts més factors que afecten diferencialment a cada etapa del desenvolupament.
Per tal de caracteritzar la regulacié del procés en I’adult se solen estudiar tres
parametres: el grau de proliferacid, la supervivencia i la diferenciacio cel-lular (43).

Aquesta regulaciéo és present tant en [’adult com durant el desenvolupament
intrauteri (1). Donada la similitud entre ambdoés processos és d’esperar que molts
factors i vies intrinseques de senyalitzacié i regulaci6 estiguin altament conservades
malgrat que la naturalesa dels factors extrinsecs pugui ser diferent.

A grans trets, el procés de NG en I’adult pot veure’s regulat de forma positiva o
negativa per diversos mecanismes i arrel de diferents estimuls que es classifiquen en
dos tipus: factors interns, aquells que formen part de I’organisme, i externs, aquells
que soén aliens a ell (15).

Factors interns

El primer punt de regulacio del procés es déna a nivell del propi ninxol neurogénic:
factors especifics i receptors regulen la generacié de cél-lules mare i la proliferacio i
diferenciacié de les cél-lules precursores neuronals (100). De fet, sembla ser que el
microentorn que regula la neurogénesi durant el desenvolupament postnatal es
conserva i es manté en les dues regions neurogéniques del cervell adult, ZSV i ZSG.

Les cél-lules mare neurals constantment interaccionen amb el seu entorn i, per tant,
gualsevol alteracié d’aquest pot donar lloc a conseqiiéncies desastroses per les
cél-lules. Com ja hem vist, d’entre els molts components del ninxol neurogénic
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trobem els astrocits i les cél-lules endotelials. En general, les cel-lules endotelials
promouen I’autorenovacio de les cél-lules mare (101) i els astrocits les instrueixen
per arribar a esdevenir neurones (102). Pero, el que és més sorprenent és que s’ha
vist que les cel-lules mare no tenen un paper passiu, sind que en certes condicions,
poden diferenciar-se donant lloc a cél-lules endotelials (103). D’aquesta manera, en
una situaciéo donada de necessitat, les propies cel-lules mare poden poblar el seu
propi ninxol de cel-lules endotelials, les quals sén factors que, a la vegada,
promouen la generaci6 de més cel-lules mare, afavorint aixi el procés de
neurogenesi.

a) Factors genetics

S’especula que I’expressié de determinats gens proneurals (morfogens) regulen el
manteniment del ninxol, I’activacio i I’eleccié del desti dels precursors neuronals.
Per exemple, I’expressié dels gens Notch BMP, Eph/ephrins, Noggin i Shh indueixen
la neurogénesi i morfogénesi embrionaria. Pero és més, en les zones neurogéniques
del cervell adult, també participen regulant la proliferacié i diferenciaci6é cel-lular
(100). Durant el desenvolupament, el procés de neurogéenesi esta regulat també per
un gran nombre de gens proneurals de la familia bHLH (104), i alguns d’aquests gens
s’expressen en diferent grau en les regions germinatives del cervell adult com a
resposta a estimuls o lesions en dita zona (105).

Les cel-lules mare expressen el gen que codifica per la proteina morfogénica 0ssia,
BMP, i els seus receptors. Aquesta proteina BMP, en el cervell adult (i a diferéncia
del cervell en desenvolupament) promou la diferenciacié dels precursors neuronals
cap a un estat glial i inhibeix la diferenciaci6 neural (106). La presencia
d’antagonistes BMP com ara les molécules noggin i neurogenesina-1, expressades per
les cél-lules ependimals de la ZSV (106) i pels astrocits i cel-lules granulars de la ZSG
(107), respectivament, bloquen la senyalitzacié donant lloc a una activacio i
increment de la neurogénesi, tot i que, seguidament, pot derivar a una deplecio dels
precursors i un consequent descens del procés (108).

En conclusio, malgrat que encara s’ha de caracteritzar la font de la majoria de
senyals i alguns encara no s’han identificat, esta clar que multiples morfogens actuen
de forma simultania sobre els precursors neurals adults per determinar el balang
entre precursors quiescents i el nombre de noves neurones o astrocits en el cervell
adult.

b) Factors de creixement

L’expressié de diferents factors de creixement (com ara VEGF, BDNF, IGF-1, FGF-2,
EGF i HB-EGF, entre d’altres) estimulen la neurogenesi i determinen la mida de la
poblacié neuronal o glial tant en el cervell en desenvolupament com en I’adult (109).
De fet, s’ha vist que en diferents models neurodegeneratius aquests es troben
sobreexpressats com a factors protectors del dany neuronal o com a factors inductors
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de la generacié i diferenciacié de noves cel-lules que reemplacin a aquelles que
estan lesionades (110).

Les regions on es dona molta activitat proliferativa sovint estan localitzades a prop
de la vasculatura. Es per aix0 que se sospita que una regulacié important del procés
de neurogéenesi prové dels vasos sanguinis. De fet, s’ha vist que el factor de
creixement endotelial vascular (VEGF), un dels factors trofics que deriva de la
vasculatura, és un important regulador donat que, un cop administrat
intracerebroventricularment, provoca un increment del procés en ambdues zones del
cervell adult, ZSV i ZSG (111).

¢) Factors intracel-lulars

Factors reguladors del cicle cel-lular, factors de transcripcio i reguladors epigenétics
sén els principals reguladors intracel-lulars de la neurogénesi en I’adult (112).

Per exemple, hi ha diversos mecanismes epigenétics que regulen i coordinen
I’expressid genética durant la neurogénesi adulta mitjangcant mecanismes de
metilacié del DNA, modificacié de les histones i RNAs no codificants (113). Per
exemple, la proteina Mbd1l (methyl-CpG-binding domain protein 1) és una proteina
que s’uneix a les sequéncies metilades de les illes C-p-G del DNA i inhibeix la
transcripcié en aquelles zones, per tant, inhibeix I’expressié de certs gens.
Concretament, s’ha vist que suprimeix I’expressio del factor de creixement FGF-2 i
de diversos miRNAs per controlar el balang de proliferacié i diferenciacié durant la
NG en I’hipocamp. (114)

d) Neurotransmissors (NT)

Tant el bulb olfactori com el gir dentat s6n regions que constantment reben
informacié d’altres regions cerebrals mitjancant diferents NT i neuropeptids.
Actualment se sap gue diversos neurotransmissors actuen com a factors de regulacié
del procés de neurogénesi en I’adult. Els més estudiats son el glutamat, la serotonina
(5-HT), la noradrenalina (NA), I’acid gamma-aminobutiric (GABA), I’dxid nitric (NO) i
la dopamina (DA).

En primer lloc, el glutamat és considerat el NT més important per la funcié de
I’enceéfal i, al seu torn, s’ha vist que regula la NG en I’hipocamp d’animals adults.
Aix0 no obstant, la majoria d’estudis se centren en els receptors tipus NDMA (N-
metil-D-Aspartat) i han vist que quan s’administra NDMA disminueix la proliferacié de
les cel-lules en I’hipocamp, mentre que quan s’administra un antagonista del
receptor s’incrementa la neurogénesi (115,116). D’igual manera, altres receptors
glutamatérgics com el receptor AMPA (acid a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoazolepropionic) (117) o els metabotropics (118), estan involucrats també en la
regulacio de la proliferacio cel-lular en I’hipocamp.

En segon lloc, el paper inductor de la neurogénesi de la 5-HT s’ha demostrat en
diversos estudis (120). S’ha vist que una lesi6 en el sistema serotoninergic o la
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inhibicio de la sintesi del NT resulta en una disminucié de la proliferacio cel-lular en
la ZSV i ZSG de rata (121). Altrament, I’administracié de D-fenfluramina (agent que
indueix I’alliberacié de 5-HT) incrementa el numero de cel-lules marcades amb BrdU
en I’hipocamp, efecte que es pot blocar administrant préviament un antagonista dels
receptors 5-HT ;4. D’altra banda, I’administracié d’un agonista del mateix receptor,
incrementa el nombre de cél-lules BrdU* (121). Aixi doncs, s’evidencia el paper del
receptor 5-HT;, en la inducci6 de la neurogénesi en ambdues regions, no obstant, la
serotonina també pot regular el procés a través d’altres subtipus de receptors com 5-
HT,s i1 5-HT, del gir dentat i 5-HT,. de la ZSV (122).

En tercer lloc, el sistema noradrenérgic també esta implicat en el procés. S’ha
demostrat que al inhibir I’alliberacié de NA, la proliferacié cel-lular en I’hipocamp es
veu disminuida, mentre que la diferenciacio o supervivéncia de les noves cél-lules no
es veu afectada (123). En contraposicio, el bloqueig del receptor a,-adrenérgic del
bulb olfactori de rata amb un antagonista, no suposa canvis en el numero de cél-lules
BrdU" en la ZSV, pero si incrementa a la supervivéncia de les noves neurones (124).
Amb tot, I’activacio NA (i colinérgica) de I’hipocamp, facilita la neurogénesi del gir
dentat.

En quart lloc, el GABA sembla disminuir la proliferacido en ambdues regions a través
dels receptors GABA,. En la ZSV, el GABA alliberat pels neuroblasts promou la seva
migracio per la via rostral migratoria a la vegada que inhibeix la proliferacio dels
precursors (125). Altrament, en la ZSG, el GABA promou el creixement dendritic, la
formacio sinaptica i la supervivéncia de les noves neurones (126).

En cinque lloc, I’0xid nitric redueix la proliferacio en la ZSV (127).

| per ultim, el paper de la dopamina (DA) en la regulacié del procés encara esta per
establir. S’ha demostrat experimentalment que una deplecié del NT disminueix la
generacié de noves neurones en les dues regions neurogéeniques (128). El mecanisme
proposat per aquest fet és que la DA activa els receptors dopaminérgics presents en
les CPN. En contraposicid, altres estudis suggereixen que, donat els efectes observats
amb agonistes i antagonistes selectius, la DA disminueix la proliferacié (129).

e) Hormones

Hormones tals com els estrogens endogens i la prolactina indueixen la neurogénesi.
Alguns estudis indiquen que els estrogens estimulen la proliferacié cel-lular dels
precursors granulars en la ZSV (130,131) i que la taxa de NG en rata s’incrementa un
65% durant I’embaras i assoleix el seu pic maxim just abans del part, coincidint amb
els nivells de prolactina (130).

f) Edat

Com ja hem vist, és un dels factors més importants en la regulacié del procés de
neurogenesi. S’ha vist que a mesura que s’incrementa I’edat, en disminueix la taxa.
En el cas de I’hipocamp, aquest fet s’ha evidenciat amb un menor nimero de
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cél-lules BrdU" en el gir dentat a mesura que les rates (21) i primats (40) envelleixen,
mentre que en la ZSV no s’ha observat aquest decrement, tot i aixi, si s’ha vist un
descens en el nimero de CPN en ratolins envellits (133).

g) Estats patologics

Un tret caracteristic de la neurogénesi en I’adult és la seva gran sensibilitat enfront a
estimuls fisiologics i patologics (aguts i cronics) en cadascun dels estadis de
proliferacié, desenvolupament, migracié, maduracié, integracié i supervivencia de
les noves neurones (112). Pero, el que és realment sorprenent és que les condicions
patologiques no nomeés afecten i promouen la NG en les arees neurogeniques del
cervell, sind que també tenen un impacte en altres regions no neurogeniques, de
manera que responen enfront una lesié o estimul patoldgic permetent a les neurones
recent nascudes que envaeixin i s’integrin en I’area lesionada (133). I, fins i tot,
certs tipus especifics de lesi6 també semblen promoure el procés a partir de
progenitors neurals endogens en zones del cervell adult on el procés és
extremadament limitat o inexistent en condicions normals (134).

En general, la majoria de lesions cerebrals com ara un atac epiléptic o un ictus
incrementen la proliferacid cel-lular dels progenitors en ambdues regions (133) i, de
vegades, provoquen la migracié de les noves neurones a les zones lesionades. Tot i
aixi, en la ZSG, també poden suposar una migracié equivocada de les neurones a
I’hilus, un creixement aberrant de les dendrites i alteracions en les propietats
electrofisiologiques de les cél-lules granulars (136). Un altre inductor potent de la
proliferaci6 cel-lular en la ZSV i ZSG és un episodi focal o global d’isquémia (133).

L’efecte de la neurodegeneracio és molt complexa. Durant la degeneraci6 neuronal,
s’activen mecanismes immunoldgics que resulten amb I’activacié de la microglia i
astroglia resident, i amb una infiltraciéo periferica de macrofags que alliberen
citocines, quimiocines, NT i espécies reactives d’oxigen, els quals, al seu torn,
afecten en diversos aspectes de la neurogénesi (136). Per més informacio veure
apartat 4.6.

En models animals de diabetis s’ha vist que la malaltia provoca un descens de la
proliferaci6 en la ZSG a través de mecanismes mediats per glucocorticoides (137).

| per altim, un altre regulador negatiu del procés és la inflamaci6 induida per lesio,
degeneraci6 neurologica i irradiacié (138).

Factors externs
a) Ambientals

El procés esta dinamicament regulat per diversos factors com ara I’activitat fisica, un
ambient enriquit i I’aprenentatge. D’una banda, I’exercici fisic incrementa la
proliferacié cel-lular (139) i promou la vascularitzacié i produccié de factors de
creixement (140). D’altra banda, estudis (141) demostren que el procés de seleccio
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de supervivéncia de les neurones esta positivament regulat per factors estimulants
cognitius com ara viure en un ambient enriquit (142), cosa que es tradueix en un
major nombre de cél-lules que es diferencien a neurones en la ZSG del gir dentat.
Altrament, I’aprenentatge de tasques que depenen de la zona neurogénica de
I’hipocamp modulen la neurogenesi en dita regi6 (112). Aixi, sotmetre als animals a
tasques d’aprenentatge especifiques regula la supervivencia de les noves neurones i
els efectes resultants, que poden ser positius 0 negatius, depenen de la fase
d’aprenentatge i de I’estadi de desenvolupament de les cél-lules (66).

En contraposicid, I’estrés cronic deriva en un descens de la proliferacié cel-lular en
la ZSG, degut sobretot, a I’efecte dels glucocorticoides, els quals s’alliberen en
resposta a I’estrés. Aixi doncs, la taxa de NG es troba disminuida o, fins i tot,
inhibida totalment (143). L’efecte de [I’estrés agut sobre la proliferacié i
superviveéncia de les neurones, en canvi, depén de I’especie i sexe de I’animal (144).

Per altim, la privacié del son, al seu torn, també redueix la proliferacié de les
cél-lules precursores del gir dentat (145).

b) Substancies farmacologiques

Diferents fases de la NG adulta poden estar regulats per substancies
farmacologiques, les quals actuen, sobretot, modulant els diferents sistemes de
neurotransmissors (146).

Per exemple, els antidepressius emprats en la practica clinica suposen canvis en els
nivells de serotonina i noradrenalina que es tradueixen en un increment de la
proliferacié dels precursors, acceleren el desenvolupament dendritic i potencien la
supervivéncia de les neurones recent nascudes en I’hipocamp (147,148).

c) Drogues d’abus (veure apartat 4.7)

Tot i que se sap molt fins al moment sobre els reguladors dels diferents estadis de la
neurogenesi adulta, queden moltes questions per resoldre. Esta clar que cada fase de
desenvolupament pot estar regulada per diversos estimuls i que, la sensibilitat amb
la que reaccionen a cadascun d’ells no és la mateixa. Quin és, llavors, I’ordre
jerarquic dels diferents factors reguladors? Cada estimul, al seu torn, pot tenir
també diversos targets, de manera que no tots els subtipus cel-lulars responen igual
enfront un mateix estimul neurogénic. Per una altra part, diferents estimuls poden
també interactuar entre si i afectar al resultat final del procés.

En general, la regulacié de la neurogénesi adulta és complexa i I’efecte depén del
temps, la dosi, la duraci6, paradigmes especifics, els models animals emprats (edat,
sexe, fons genétic) i dels metodes d’analisi. Per tenir un millor i major coneixement
dels mecanismes de regulacié és necessari, pero, aprofundir en el coneixement del
propi procés i fer un analisi de cadascun dels tipus cel-lulars que hi participen, tant a
nivell de transcriptoma, proteoma i estat metabolic i epigenetic. En realitat, el
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procés de neurogenesi i la seva regulacié només es poden entendre si combinem el
recompte cel-lular quantitatiu (de proliferaci6, supervivéncia i diferenciacié) amb
una avaluacio qualitativa del procés de desenvolupament neuronal. De manera que,
saber com un estimul influeix qualitativament en el procés és tant important i
significatiu com coneixer el nimero de noves neurones generades.

4.5 Funcions del procés de neurogenesi en el mamifer adult

Com ja hem vist, la finalitat de la neurogenesi embrionaria és poblar el cervell en
desenvolupament de neurones, condicié necessaria per la viabilitat de I’individu. Ara
bé, un cop formades les neurones, quina funcié té la neurogénesi adulta? Un cop les
cel-lules han madurat, que fan? Perqué estan alli?

El cervell adult és una estructura plastica, és a dir, és capa¢ de canviar la seva
estructura i la seva funcié durant la maduracio, aprenentatge, reptes, canvis
ambientals i processos patologics. Aixi doncs, el comportament del SNC adult és
flexible, s’adapta enfront un entorn variable i ho fa mitjancant canvis morfologics i
estructurals a molts nivells del SNC, des del nivell molecular fins a nivell de sistema,
incloent el canvi de tota una cél-lula sencera (16). Un exemple clar de mecanisme
de plasticitat estructural és el procés de neurogéenesi en I’adult pel qual durant tota
la vida es van generant noves neurones que s’incorporen de forma integral en els
circuits funcionals existents (9). Es tracta d’un mecanisme plastic que permet
optimitzar el rendiment del cervell en un ambient i situacié donada, essent aixi una
resposta adaptativa als reptes imposats per I’entorn de I’individu i/0 el seu estat
fisiologic. Ara bé, a més de ser un important component de plasticitat estructural del
cervell a nivell de cél-lules senceres, els beneficis funcionals que suposa sén encara
motiu de debat (1,16,18).

Primerament, les neurones nascudes han de ser capaces de participar en les funcions
del cervell adult a tres nivells: a nivell cel-lular, a nivell xarxa neuronal i a nivell
funcional de I’estructura en el sistema nerviés (41).

A nivell cel-lular, la seva funcid6 sembla evident: s6n neurones i per tant, és
d’esperar que la seva funcio sigui transmetre impulsos nerviosos (potencials d’acci6)
a altres neurones o organs efectors. Perd, sén neurones especials? Tenint en compte
el procés de maduracié de les mateixes, presenten propietats especials que
difereixen de les de les neurones preexistents, cosa que pot donar a pensar que la
seva funcié cel-lular és diferent a la de les neurones antigues, o almenys, de forma
transitoria. Per exemple, en el gir dentat adult, les cél-lules granulars joves mostren
una major propensiéo a la plasticitat sinaptica en comparacié a les cel-lules ja
existents (149,150). Es més, les cél-lules granulars i periglomerulars del bulb
olfactori mostren una membrana amb propietats marcadament diferents envers les
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antigues (90,96), a part d’una major plasticitat en resposta a la privacié sensorial
(151).

En canvi, suposant que les noves neurones simplement reemplacin aquelles més
antigues, la funcié de la neurogénesi adulta a nivell cel-lular dependria també, al seu
torn, de les cél-lules a les quals reemplacen (16).

A nivell de xarxa neuronal, les noves neurones estableixen connexions pre/post-
sinaptiques amb les més antigues, responen als estimuls sinaptics i queden totalment
integrades en els circuits. Per tant, han de contribuir en les funcions i propietats que
duen a terme les cel-lules en conjunt. Aquestes xarxes son capaces de codificar una
gran quantitat d’informacioé i d’emmagatzemar operacions. El model de neurogenesi
suggereix que aquestes noves cel-lules sén responsables de certes propietats
especifiques del circuit local i que, per tant, puguin ser vitals en algunes d’aquestes
funcions (16).

Per Gltim, és a nivell de sistema on més es manifesta quina és la finalitat de la
neurogénesi adulta. Tenint en compte les dues regions cerebrals on es duu a terme:
hipocamp i bulb olfactori, i els processos més importants que alli es desenvolupen:
aprenentatge i memoria vers I’olfaccio (funcions perceptives i mnemotecniques),
respectivament, les investigacions han anat orientades a determinar la importancia i
repercussio de la neurogénesi sobre aquests processos. | malgrat que la relacié
“generacié de cél-lules - processos cognitius/comportament” és complexa, s’esta
estudiant com pot contribuir la plasticitat que ofereix el procés en la conducta de
I”individu (1,16,18).

Paper en el processament i emmagatzematge de la informaci6

Després del descobriment inicial del procés de neurogénesi postnatal en I’hipocamp
d’una rata, Atlman ja va suggerir que les noves neurones podien tenir un paper critic
en I’aprenentatge i la memoria (152). Actualment, se sap que el rendiment de
I’individu en algunes de les tasques dependents de I’hipocamp esta relacionat amb el
grau de neurogénesi (1,16,18).

Una bona manera de discernir la relacié entre la neurogénesi i aquests processos
funcionals seria determinar si existeix una correlacio entre el rendiment de I’individu
en el processat / emmagatzematge de la informacio i la taxa de neurogénesi en un
moment donat (mesurada amb dos index: nombre de noves neurones generades i el
grau de supervivencia de les mateixes) (16). Fent aixd es pot veure que: en el
fenomen de condicionament del parpelleig (veure Annex 1.C), la seva adquisici6 es
correlaciona amb les mesures de supervivéncia de les noves cél-lules (153). Pero en
canvi, existeix una gran controversia pel que fa a la implicacié del procés de NG en
I’aprenentatge i memoria espaial avaluat amb el test del Laberint Aquatic de Morris
(LAM) (veure Annex |.D). Alguns estudis demostren que els parametres del LAM varien
amb la proliferacié i supervivencia de les neurones recent nascudes (154), pero altres
estudis similars demostren el contrari (155). Alguns cientifics atribueixen aquestes

28



diferencies en els resultats a factors de confusié que son forts reguladors del proceés,
com ara I’estrés (156) i I’activitat fisica (139). Altres ho atribueixen a que les
relacions entre la NG i els resultats del LAM son complexes, degut a que depenen, al
seu torn, del grau d’entrenament dels animals i del grau de maduresa de les cel-lules
en cada fase d’aprenentatge (157). Aixi doncs, el paper de la NG en I’aprenentatge
roman encara poc clar.

Altres estudis han demostrat la relacié entre el procés de NG i els processos
d’aprenentatge i memoria de forma indirecta. Per exemple, a nivell cel-lular i de
xarxa neuronal, estimuls que incrementen (com ara I’exercici (158)) o disminueixen
(animals knock-out Mbdl (159)) la NG adulta, causen en el gir dentat,
respectivament, un increment i un descens de la potenciacié a llarg termini,
fenomen que permet augmentar la connexio i eficiencia sinaptica i es considera com
un dels mecanismes cel-lulars principals que intervenen en el procés d’aprenentatge
i consolidacié de la memoria. A nivell de sistema, tant I’activitat fisica (158) com la
riguesa ambiental (160), incrementen la NG i el rendiment de I’hipocamp en tasques
d’aprenentatge. Mentre que I’edat (154), I’estrés (161) i animals knock-out Mbdl
(159) s’associen amb déficits d’aquest fenomen.

En el bulb olfactori, la riquesa olfactoria es relaciona amb un increment de la
supervivencia de les cél-lules i una major memoria olfactiva (162). En contraposicid,
la discriminacié olfactiva descendeix amb manipulacions genétiques que redueixen el
nombre de noves cél-lules en el bulb (163).

Per ultim, I’enfocament més directe per avaluar la funcié de la NG ha estat suprimint
especificament aquest procés mitjancant estratégies farmacologiques, radiologiques i
genetiques. En el primer estudi d’aquest caire (164), es va blocar el procés
administrant als animals un agent metilant antimitotic (MAM, methylazoxymethanol
acetate) durant dos setmanes, per tal d’aturar la divisio i proliferacio de les cél-lules
precursores del GD. El resultat va estar una reduccié considerable del nombre de
neurones en el GD i un déficit en la tasca d’aprenentatge (condicionament de
parpelleig) i en la memoria depenent de I’hipocamp (fonamentalment memoria
espaial). Malgrat aix0, la substancia no és totalment especifica i només redueix el
nombre de noves neurones fins un 20% del seu nivell basal. Per tant, no es pot
descartar que el deficit d’aprenentatge estigui relacionat amb una zona no
neurogénica del hipocamp. A més, no perjudica totes les tasques dependents de
I’estructura (165), de manera que, o algunes depenen més de la NG que altres o bé
els efectes adversos del MAM sén especifics només per certes funcions. Amb tot, no
es pot diferenciar entre les tasques d’aprenentatge que depenen de I’hipocamp
d’aquelles que depenen de la zona neurogenica de I’hipocamp.

Estudis posteriors van utilitzar les radiacions i I’enginyeria genetica (animals
modificats geneticament) per suprimir el procés i van aportar una evidencia clara de
que la NG és necessaria per algunes tasques desenvolupades pel bulb i hipocamp,
perd no per totes (166).
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S’ha demostrat també, que un procés aberrant de NG pot conduir a estats
fisiopatologics, per exemple: contribueix a I’aparicié d’epilepsia i pot suposar
discapacitats cognitives a llarg termini (167).

En conclusio, malgrat les controvérsies existents, molts dels estudis de correlacio i
d’intervencié suggereixen, en més 0 menys mesura i certesa, que el procés de
neurogénesi del gir dentat i del bulb olfactori té un paper important en les funcions
de dites estructures. Perd és necessaria meés investigacié. A més, cal tenir en compte
gue és d’esperar que hi hagi discrepancies si considerem que cada experiment
presenta variables diferents (animals utilitzats (edat, sexe, fons genétic), temps
d’avaluacio, etc).

Gracies a les noves tecnologies, una nova manera de manipular de forma especifica i
completa la NG adulta és mitjancant models de simulacié computacionals. Aquests
permeten predir com es veuran afectades les diferents xarxes neurals degut a la
incorporacio de les noves neurones al circuit (168). En el model del bulb olfactori,
concretament, s’ha vist que la introduccié de noves cél-lules en el circuit incrementa
la discriminaci6 olfactiva en un entorn canviant (169). Altrament, en el GD, millora
el record de la informacié minimitzant la interferencia amb conceptes similars (170).
I, en termes d’aprenentatge, la incorporacié de la nova neurona pot amenacar la
fidelitat de la informaci6 emmagatzemada. Tot i aixi, si la xarxa posseeix
mecanismes homeostatics per compensar una excitabilitat incrementada de la nova
cél-lula, I’addicié d’una nova neurona excitatoria podria proporcionar capacitat
d’emmagatzematge de nova informacio, i, simultaniament, facilitar I’oblit d’antigues
memories (171). Certs estudis experimentals, perd, van donar a conéixer que les
noves neurones no estan directament relacionades amb I’emmagatzematge de la
memoria. De manera que s’especula que el procés simplement reflecteix un procés
adaptatiu del cervell enfront futures demandes (172).

Aquests models computacionals son possiblement la millor evidencia actual de la
funcié del procés de NG adult, que en lloc de (0 a més de) participar en
I’emmagatzematge de nova informacié, proporciona una xarxa neuronal amb la
capacitat d’adaptar-se als futurs canvis externs (172). Aixi doncs, no sols parlem d’un
mecanisme de plasticitat estructural, sin6 d’una forma de metaplasticitat: canvis en
el cervell que permeten i faciliten que es donin, posteriorment, més canvis (16). | el
que és més important, aquestes eines computacionals permeten guiar futurs
experiments destinats a resoldre especificament noves hipotesis, cosa que ens
ajudara a identificar noves funcions desconegudes del procés en condicions
fisiologiques, aixi com ens permetra saber com contribueix I’aberracié del procés en
desordres mentals, malalties neurodegeneratives i en la reparacio de lesions
cerebrals.
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4.6 Paper del procés de neurogenesi en el camp de les malalties
neurodegeneratives

La generacio i la mort de noves neurones té un paper critic en el desenvolupament i
manteniment del cervell embrionari i adult. En malalties croniques
neurodegeneratives tals com I’Alzheimer, el Parkinson o la malaltia de Huntington,
aquests processos s’han vist significativament alterats. Un procés de NG aberrant
suposa, a més de la perdua de neurones existents sense reemplacament, que la
capacitat enddgena del cervell per renovar-se es troba compromesa o s’ha perdut i
pot contribuir a I’aparicié de desordres mentals en joves i adults (173,174).

Les malalties neurodegeneratives (MND) es caracteritzen per una pérdua gradual de
diferents poblacions neuronals. Les neurones afectades presenten un deficit en la
transmissié sinaptica i aquest fet s’associa amb la consequent degeneracié axonal i
dendritica (175). Malgrat que cada malaltia presenta una simptomatologia especifica
derivada de la degeneracidé neuronal que inclou alteracions en certs NT especifics, la
simptomatologia observada en estadis primerencs de les tres MND (Parkinson,
Alzheimer i malaltia de Huntington) frequentment inclou: depressio, ansietat i
disfuncié cognitiva i/o olfactiva (per exemple, andsmia), simptomes estretament
lligats amb la funcié de I’hipocamp i el bulb olfactori, les dues arees neurogéniques
del cervell adult (19,20). Per tant, alguns d’aquests primers simptomes poden estar
lligats amb un estat deficitari de NG, degut a una major vulnerabilitat en aquestes
regions causada pels processos neurodegeneratius subjacents (176,177).

Partint d’aix0, si induim la generacié de noves neurones, podria ser una estratégia
per reemplacar les neurones que moren durant el progrés de les malalties
neurodegeneratives? Podriem aixi frenar el progrés de la malaltia o, fins i tot,
solventar el problema? Es més, i la terapia cel-lular substitutiva? El trasplantament
de noves neurones a les regions degenerades que siguin capaces d’integrar-se i
sobreviure en un microambient hostil neurodegeneratiu i esdevenir funcionals podria
ser també una opcié a considerar. Tots aquests fronts dins de la medicina
regenerativa romanen encara oberts i a la mira dels grans cientifics.

S’ha estudiat el procés de NG en els tres casos de malaltia, tant en humans
mitjancant analisis post-mortem, com amb models animals de la malaltia (animals
transgenics). Cal dir, pero, que al comparar els resultats entre els diferents estudis
realitzats amb models animals, els resultats sén molt diversos i variables. Aix0 és
degut, inevitablement, a qué hi ha diferencies en els promotors utilitzats en cada
estudi, I’edat dels animals, I’edat d’aparicié de la malaltia, el grau d’expressio del
transgen, els nivells de NT i grau de sobreexpressid/pérdua de la proteina que causa
la malaltia (173).

La malaltia de Parkinson és el trastorn motor més comu, amb una prevalenca cada
vegada major degut a I’envelliment de la poblacié (178). Es manifesta amb
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simptomes motors (bradicinesia, rigidesa, tremolors, inestabilitat postural...)
relacionats amb la degeneracié de les neurones dopaminérgiques de la substancia
nigra, i no motors (depressio, ansietat, déficits cognitius/olfactoris i disfuncio
autonomica) relacionats amb altres sistemes de neurotransmissors (173).

En analisis post-mortem de pacients amb Parkinson s’ha vist una reduccio
significativa en la proliferacio dels progenitors en la ZSG i ZSV, possiblement a
consequencia de la perdua d’innervaciéo dopaminérgica (128). Ja que, tal i com s’ha
esmentat anteriorment, en rosegadors, la deplecié6 experimental de dopamina
disminueix la proliferacié dels progenitors en ambdues regions cerebrals (128,179).
En el model animal de la malaltia, la proliferacié en la ZSV s’ha vist reduida en un
40% (179) i, al mateix torn, s’ha observat una petita generacié de noves neurones en
la substancia nigra, on, en condicions normals, la neurogénesi és extremadament
limitada o inexistent (50).

La malaltia d’Alzheimer és la forma de demencia més comuna durant I’edat adulta.
Les manifestacions de la malaltia inclouen deéficits olfactius, alteracions en la
memoria i deteriorament cognitiu. | es donen com a consequéencia de la
neurodegeneracid (perdua neural i sinaptica) del sistema limbic, cortex i prosencéfal
basal (173).

Els estudis amb pacients humans amb Alzheimer encara no han estat capacos de
determinar amb claredat la relaci6 entre la patologia i el procés de NG. Mentre que
estudis mostren un increment en I’expressié de marcadors de neurones immadures
(DCX, PSA-NCAM) en la ZSG (180), altres han demostrat un increment en la gliosi
(181) i un descens en el nombre de cél-lules DCX" (182). En el model de la malaltia
amb un ratoli transgénic, s’ha vist un augment en la incorporaci6 de cél-lules BrdU™ i
en I’expressio de marcadors de neurones immadures en la ZSV i ZSG, fins i tot abans
de la perdua neuronal i de la deposicio i formacio de les plagues amiloides (180). Tot
i aixi, també hi ha una gran controvérsia ja que altres estudis demostren que el
procés de neurogénesi es veu alterat negativament (183).

La malaltia de Huntington és una malaltia genética autosomica dominant causada
per una mutacié en el gen que codifica per la proteina Huntingtina. Es el trastorn
motor hipercinétic hereditari més comu (184). La simptomatologia es caracteritza
per moviments involuntaris progressius, afectacions cognitives i simptomes afectius
(185). El deteriorament olfactiu i cognitiu, aixi com la depressi6, sén també
freqiients i precedeixen als simptomes motors durant molt de temps (20). La
simptomatologia és deguda al dany neuronal que causen els agregats de la proteina
mutada en certes regions del cervell (186).

Estudis demostren que pacients amb la malaltia de Huntington presenten un
increment significatiu en la proliferacié cel-lular en la ZSV (187) perd no en la ZSG
(188). En els models animals de la malaltia, en canvi, els resultats sén contradictoris:
en els estudis de Tattersfield (189) s’ha vist un increment en la incorporacié de noves
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neurones BrdU® en la ZSV i, algunes d’elles, migren a I’estriat lesionat. En
contraposicio, altres estudis demostren no hi ha cap canvi en la proliferacio cel-lular
de la ZSV pero si una reduccio del nombre de noves neurones generades en el bulb
olfactori, donat que s’han descrit agregats de huntingtina en les neurones madures
de la capa granular i periglomerular de I’estructura (190). D’altra banda, en el gir
dentat s’ha descrit una disminucié en la proliferacié (191) i un descens en el nimero
de neuroblasts i neurones immadures (192).

Aquestes evidéncies suggereixen que el procés de neurogénesi en el cervell adult
podria ser un mecanisme compensatori intrinsec per corregir i reparar el SNC en
degeneracié. Tot i aixi els mecanismes cel-lulars i moleculars pels quals una lesio
indueix la proliferacio, migracié i/o diferenciacio cel-lular sén encara desconeguts.
Se sap, perd, que hi ha certs gens i factors que sén clau en certes malalties
neurodegeneratives i que, a més, estan fisiologicament involucrats en la modulacié
del procés de plasticitat cerebral (193).

Es urgent, per tant, aprofundir en el coneixement i resoldre les preguntes
plantejades per tal de poder treure profit d’aguesta neurogenesi limitada induida per
una lesid i poder arribar a plantejar estrategies terapéutiques dirigides a estimular la
plasticitat neuronal per tractar la simptomatologia neuropsiquiatrica associada a
aquestes malalties i aixi reparar funcionalment el sistema nervids.

4.7 Afectacié del procés de neurogéenesi pel consum de drogues
d’abus

L’exposicio repetida a drogues d’abus resulta amb canvis neuroadaptatius en regions
especifiques del cervell que es correlacionen amb una pérdua de la capacitat de
I’individu de controlar el consum de la substancia, parlem llavors, de drogoaddiccid
(194).

La neurobiologia de I’addiccié es relaciona amb el sistema mesocorticolimbic del
cervell, que inclou I’area tegmental ventral, el nucli accumbens i I’escorca
prefrontal. Tot i aixi, I’hipocamp es troba situat molt a prop d’aquestes estructures
i esta innervat densament i de forma reciproca per I’escorca prefrontal. Per tant, es
creu que aquesta estructura pot estar també involucrada en el procés d’addiccid i és
d’especial interés conéixer els canvis neuroadaptatius que es donen en I’hipocamp
induits pel consum de substancies d’abus (195).

Diversos estudis realitzats evidencien I’afectacié del procés de neurogénesi en
I’adolescent i en I’adult degut al consum de diferents drogues d’abus. Per exemple,
I’alcohol (22), els opiacis (heroina i morfina) (196), les amfetamines (23) i I’'MDMA
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(24) poden afectar de forma negativa a la NG de I’hipocamp disminuint la taxa de
proliferacio dels precursors cel-lulars i/o disminuint la seva supervivencia.

Altres estudis han demostrat, també, que I’exposicié cronica a cocaina disminueix la
proliferacié dels precursors neuronals del gir dentat sense afectar a la taxa de
supervivencia ni al nivell de maduracié (197,198). També s’ha vist que
I’administracié puntual de cocaina a altes dosis pot atenuar la producci6 i el
desenvolupament de les noves neurones en I’hipocamp i reduir la memoria de treball
(195).

Els cannabinoides, al seu torn, semblen promoure tant la NG en I’adult com en
I’embri6 i produeixen efectes ansiolitics i antidepressius (199). Tot i aixi, estudis
recents demostren un efecte contrari i dependent del sexe, segons el qual,
I’administracié d’un agonista cannabinoide disminueix la densitat de ceél-lules
marcades amb BrdU en el GD de les rates mascles, perd no de les femelles (200).

A més, aquests efectes no es donen només en el consumidor adolescent o adult, sin6
gue I’exposicié prenatal dels ratolins a MDMA també afecta negativament en la
proliferacio i supervivencia dels precursors neuronals del gir dentat de I’hipocamp,
un cop I’individu és adult (201). Aixi com [I’associaci6 MDMA + etanol durant
I’embaras, encara que sigui en curts periodes de temps, disminueix en rata la
proliferacio dels precursors neuronals dels seus descendents i els causa anormalitats
significatives en el desenvolupament neurocognitiu (202).

En conclusié, queda palesa la influencia de les drogues d’abus sobre el procés de
neurogénesi en diferents graus i per diferents mecanismes.

4.8 Resultats experimentals: efecte del consum de mefedrona

En els estudis realitzats pels pioners del descobriment del procés de neurogenesi en
el cervell mamifer adult, Joseph Altman i els seus col-laboradors van utilitzar
timidina tritiada (timidina-H) per marcar les cél-lules en divisi6, seguit d’una
detecci6 per autoradiografia (3,203). Tot i aixi, una limitacié d’aquesta técnica era
gue no es podia demostrar de forma inequivoca el fenotip neuronal de les cél-lules
noves generades.

Va ser a la década dels 1990 quan es va utilitzar per primera vegada 5’-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU) com a marcador i tracador de llinatge (21) per I’estudi de la
neurogénesi adulta, seguit d’una immunohistoquimica i posterior observaci6 amb
microscopia confocal o de fluorescéncia. Aquesta téecnica, originalment aplicada a
estudis de desenvolupament, va permetre determinar la identitat cel-lular de les
noves neurones generades i va suposar un gran aveng¢ en el coneixement d’aquest
camp.
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La BrdU actua com un tracador exogen de céel-lules que, en combinacié amb altres
marcadors neuronals endogens, permet demostrar la neurogénesi en el SNC adult. La
BrdU és un marcador de la replicacié del DNA ja que, estructuralment, és un analeg
de timidina (Fig 7) que s’incorpora en el DNA de les cel-lules que s’estan dividint i
que per tant, sintetitzen DNA. Un cop incorporat en el nou material genétic, la BrdU
es manté estable i es transmet a les cél-lules filles mitjancant la divisi6 cel-lular. Per
tal de visualitzar-ho, es pot fer una tecnica d’immunohistoquimica. Segons quin sigui
I’objectiu de I’estudi i la informacié d’interés, el temps de supervivencia dels
animals sera diferent per tal d’obtenir dades de les fases especifiques de la
neurogénesi: proliferacié, diferenciacio i maduracio (33).
BrdU O
|

dT 0
Br H
\ﬁ\NH \ﬁ\NH
)\D HO Nf””“go
0

o o)
= Y

OH OH

Fig 7: Estructura quimica de la timidina dT (nucleosid format per la uni6é d’una base nitrogenada, timina, i un
anell de desoxiribosa) i del seu analeg, la BrdU (204).

Malgrat tot, la BrdU no dbna per si mateixa cap indicacié del fenotip de la ceél-lula
marcada, és per aixo que es combina amb altres marcadors enddgens com, en aquest
cas, la proteina nuclear especifica neuronal de vertebrats (NeuN). Aquesta proteina
és un excel-lent marcador de neurones madures tant del sistema nervids central com
periféric, tant en I’embrié com en I’adult, i és important en la determinacié del
fenotip neuronal (33,205).

Tal i com s’ha comentat anteriorment (veure apartat 4.7), s’ha evidenciat en
nombrosos estudis I’afectacié del procés de neurogénesi pel consum de diverses
drogues d’abus tals com I’etanol, els opiodes, I’amfetamina, I’MDMA, la cocaina i el
cannabis. Tot i aixi, poc és sabut fins al moment de I’afectaci6 del procés pel consum
de les noves catinones sintétiques, com ara la mefedrona, en associaci6 amb
I’alcohol. Donat I’elevat consum d’aquesta droga entre la poblacié, resulta
imprescindible conéixer si la substancia interfereix en el procés i, en cas positiu, de
quina manera.

El present experiment ha consistit en avaluar el procés de neurogénesi en el gir
dentat de I’hipocamp de ratolins adolescents després de I’administracioé repetida de
mefedrona (sola i amb etanol) als animals. En el disseny de I’experiment s’han
incorporat quatre grups de tractament: grup control (serum fisiologic), etanol,
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mefedrona i etanol concomitantment amb mefedrona. Aquest disseny de I’estudi ens
permetra, a més, veure si el possible efecte sobre la neurogénesi que pot provocar la
mefedrona, es potencia o0 no amb el consum d’etanol.

28 dies després del tractament, els animals es van sacrificar i els talls dels seus
cervells es van sotmetre a una immunohistoquimica i es van marcar per BrdU i NeuN.
Al fer-ho 28 dies després de la injeccié de BrdU, i amb el marcador NeuN, ens
assegurem que les cél-lules noves que s’han generat presenten un fenotip
corresponent a una neurona ja madura.

Després de quantificar el nombre de cél-lules en el gir dentat que presentaven doble
marcatge es va fer una ANOVA amb els resultats: “cél-lules BrdU positives X index de
volum en el gir dentat™, i es va veure un efecte de la variable tractament [F(3,19)=
9.373; p<0.01]. El test post-hoc de Tukey va mostrar un descens significatiu en el
nombre de noves cél-lules formades en els animals tractats amb mefedrona (75 %
10%, p<0.05) i amb mefedrona + alcohol (46 £ 2.75%, p<0.001) respecte el grup
control. Es més, també es van trobar diferéncies significatives entre els dos grups
tractats amb mefedrona (p<0.05). El recompte de BrdU dels animals tractats amb
etanol sol no es va veure afectat. (Fig 8,9)
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Fig 8: Representaci6 grafica de la relacié entre el nimero de cél-lules BrdU" i I’area del gir dentat, expressat
en forma de percentatge respecte al grup control. S’inclouen els resultats del grup control, grup tractat amb
etanol, grup tractat amb mefedrona i grup tractat amb mefedrona i alcohol (Mef+Et). *P<0.05, ***P<0.001 versus
grup control; # P<0.05 versus mefedrona+etanol.
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NeuN/

Fig 9: Imatge obtinguda amb el microscopi confocal d’un gir dentat de I’hipocamp d’un tall de cervell d’un ratoli del
grup control (A), del grup de tractament amb etanol (B), del grup de tractament amb mefedrona (C) i del grup de
tractament de mefedrona + etanol (D). Els punts verds representen el marcatge amb BrdU i la coloracié vermella la
proteina NeuN.

Tal com esperavem, el consum de mefedrona provoca com a efecte residual un
descens en la taxa de neurogenesi, que es manifesta amb un menor nombre de
cél-lules BrdU" i NeuN" en el gir dentat de I’hipocamp dels animals tractats. I, com
podem veure, aquest efecte es veu potenciat amb el consum concomitant d’alcohol.
Tot i aixi, caldria fer més experiments que incorporessin altres temps de sacrifici
dels animals, per exemple, a les 24h post-injeccid6 de la solucié BrdU, per tal
d’avaluar la proliferacié dels precursors i aixi poder determinar el mecanisme per
gual la droga exerceix aquesta regulacid negativa, ja que amb la informaci6
obtinguda no podem determinar si aquest descens en el procés és degut a una
disminucié en la proliferacio dels precursors, una disminucié de la supervivéncia de
les noves neurones, o bé una combinacié dels dos factors. Aixi com també queda per
determinar per quin mecanisme I’alcohol potencia els efectes inhibitoris del procés.
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5. CONCLUSIONS

e La neurogenesi (NG) és el procés de generacié de noves neurones funcionals en
el cervell. Es el procés més actiu durant el desenvolupament perinatal i s’ha vist
gue se segueix donant durant la vida adulta en tots els mamifers estudiats,
incloent els humans. Fet que evidencia la capacitat del sistema nerviés central
adult de regenerar-se.

e La NG en el mamifer adult es troba restringida espaialment a dues regions
cerebrals: la zona subgranular de gir dentat de I’hipocamp, on les noves
neurones s’incorporen a la capa granular; i la zona subventricular adjacent als
ventricles laterals, on els precursors migren per la via rostral migratoria cap al
bulb olfactori.

e El procés s’inicia en ambdues regions amb I’activacio i proliferacio de cél-lules
mare de tipus astrocitic (cél-lules B) que donen lloc a diferents cél-lules
precursores neuronals que aniran dividint-se i diferenciant-se fins donar lloc a
neurones madures funcionals que s’integraran en els circuits neuronals
preexistents.

e S’esta evidenciant una diferéncia entre el procés de NG en els humans i en la
resta de mamifers: els neuroblasts de la ZSV semblen no migrar cap al bulb
olfactori, sin6 cap a regions més properes com I’estriat o el cortex prefrontal.
Aquest fet podria ser degut a que els animals s6n més dependents del sentit de
I’olfacte per la seva supervivéncia que I’home, en el qual les funcions del cortex
prefrontal semblen ser més importants.

e La NG és un clar exemple de mecanisme de plasticitat estructural del cervell, la
funcio especifica del procés, pero, roman desconeguda. S’especula que intervé
en les funcions de memoria i aprenentatge de I’hipocamp, i d’olfacci6 del bulb
olfactori.

¢ Com a mecanisme de plasticitat cerebral, es tracta d’un procés flexible i variable
que s’adapta a les necessitats i demandes de I’entorn. Per tant, es troba
fortament regulat per factors intrinsecs i extrinsecs a I’individu.

e En casos de malalties neurodegeneratives (Alzheimer, Parkinson, Huntington...)
el procés de NG es troba alterat. S’especula que la inducci6 del procés podria ser
una nova estratégia terapéutica d’exit en aquests malalts.

e ElI consum de drogues d’abus tals com I’alcohol, amfetamines o MDMA
repercuteix de forma negativa sobre el procés de neurogénesi.

e L’administracié de mefedrona a ratolins adolescents provoca un descens de la
taxa de NG en I’hipocamp, efecte que es veu potenciat amb I’alcohol. Aquest fet
pot ser degut a un descens de la proliferacié cel-lular o de la supervivéncia, o bé
a la combinaci6 de tots dos factors.
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ANNEX |

A. ABREVIATURES
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B. Tampons i solucions emprats en la immunohistoquimica en
portaobjectes per la deteccio de BrdU
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TESTS D’APRENENTATGE | DE MEMORIA ESMENTATS EN L’APARTAT
4.5

C. Condicionament de parpelleig

El condicionament de parpelleig és una forma de condicionament classic que s’ha
emprat des de fa molt de temps per estudiar les estructures i els mecanismes
relacionats amb I’aprenentatge i la memoria.

El test consisteix en relacionar un estimul auditiu o visual (anomenat estimul
condicionat, EC) amb un estimul incondicionat, El (per exemple, un lleuger cop o
un buf d’aire a I’ull) que provoca un parpelleig en I’animal. Aixi doncs es tracta
d’associar estimuls per tal que I’animal sigui capa¢ de predir un esdeveniment per la
presentacid d’un altre esdeveniment que el precedeix.

Al principi, els animals, produeixen una resposta no condicionada (parpelleig) just
després de I’estimul incondicionat. Després de diferents repeticions (aparellaments
estimul condicionat - estimul incondicionat), es genera una associacioé que dona lloc a
un parpelleig aprés (resposta condicionada), que ja apareix com a resposta a
I’estimul condicionat i abans del inici de I’estimul incondicionat.

Dit amb altres paraules, es dona estimul auditiu o visual seguit amb el temps d’un
estimul que provoca el parpelleig de I’animal, com un buf d’aire a I’ull. Al cap de
diversos dies d’aprenentatge, I’animal parpelleja I'ull en sentir I’estimul auditiu
/visual i abans de rebre el buf d’aire, de manera que associa tots dos estimuls i sap
gue, després d’un, es donara I’altre.

La magnitud de I’aprenentatge depén del percentatge d’assajos d’aparellaments EC-
El que generen la resposta condicionada.

Per més informacio:

Takehara K, Kawahara S, Kirino Y. Time-dependent reorganization of the
brain components underlying memory retention in trace eyeblink
conditioning. J Neurosci 2003;23(30):9897-905.

D. Laberint d’Aigua de Morris (Morris Water Maze)

El Laberint d’Aigua de Morris va ser dissenyat per Richard Morris com un métode per
avaluar I’aprenentatge espaial de rosegadors. Aquest avalua la capacitat de I’animal
de reconeixer i memoritzar determinades senyals distals (per exemple, objectes)
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situades al voltant del perimetre d’un tanc ple d’aigua, de manera que ha de nedar
en la piscina des del punt d’inici fins a una plataforma fixa que es troba amagada
(submergida). L’animal ha d’aprendre que ha de trobar aquella plataforma per poder
sortir de la piscina.

El test permet avaluar la capacitat d’aprenentatge espaial a través de repetits
assajos i la memoria referencial, determinada per la preferéncia de I’animal a
navegar pel quadrant on hi havia la plataforma, en aquell moment absent.

Generalment, per tal de realitzar-lo es disposa de:

- Tanc circular blanc d’acer inoxidable ple d’aigua fins a la meitat. L’aigua esta
tenyida amb latex i a una temperatura controlada durant els assajos.

- Plataforma blanca circular submergida 2 cm per sota del nivell de I’aigua. Es
situa sempre en el centre del mateix quadrant (Nord-Est, Nord-Oest, Sud-Est o
Sud-Oest).

- Quatre senyals distals, com ara objectes, situats en cadascun dels quatre
punts que queden si dibuixem una creu imaginaria al centre del tanc.

Es tracta d’un test robust i fiable que permet obtenir resultats en no més de sis dies i
que esta fortament relacionat amb la plasticitat sinaptica de I’hipocamp.

Per més informacio:

Vorhees CV, Williams MT. Morris water maze: procedures for assessing spatial
and related forms of learning and memory. Nat Protoc 2006;1(2):848-58.
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