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Resumen

El proceso de generacion de nuevas neuronas en areas especificas del sistema nervioso central de los mamiferos no deja de
fascinar a la comunidad cientifica, ya que permite vislumbrar un potencial terapéutico para patologias neurodegenerativas
0 psiquiatricas que hoy no tienen cura. Por esta razon, resulta de sumo interés el estudio de los mecanismos que permiten
la regulacion de las distintas etapas del proceso de generacion de nuevas neuronas (neurogénesis). En particular, el
sistema serotonérgico ha sido vinculado con la modulacion de la neurogénesis en el hipocampo adulto, a partir de
descubrimientos que mostraban que el aumento de serotonina inducido por antidepresivos serotonérgicos aumentaba la
misma. Asimismo, se ha demostrado que, paraddjicamente, la deplecion de serotonina a nivel del sistema nervioso también
potencia algunas etapas del proceso de neurogénesis. Estos resultados, aparentemente contradictorios, hacen pensar que
la neurogénesis se sostiene en un delicado equilibrio en el que cada etapa podria ser sensible a la estimulacion de diversos
tipos de receptores serotonérgicos, que a su vez son sensibles a diferentes niveles de serotonina. Los modelos clasicos de
deplecion de serotonina eran de tipo farmacoldgico, pero en la Gltima década, surgieron numerosos modelos de animales
hiposerotonérgicos por modificaciones genéticas. Esta revision, recopila como se ve afectado el proceso de neurogénesis
del hipocampo adulto de roedores, en diversos modelos de deplecion de serotonina tanto farmacolégicos como genéticos.

Palabras clave: sobrevida neuronal, giro dentado, deplecion serotonérgica, modelos animales

Ciencias Exactas, Naturales, Experimentales y de la Salud 4]




Revista de Investigaciones Cientificas de la Universidad de Mordn. Afio 1/ N°2

Abstract

The process of generation of newborn neurons in specific areas of the central nervous system of mammals continues
to fascinate the scientific community, since it allows to glimpse a therapeutic potential for neurodegenerative and / or
psychiatric pathologies for which, up to now, there is no cure. Therefore, the study of the mechanisms that regulate
the multistep process of neurogenesis is of great interest. Particularly, the serotonergic system has been linked to the
modulation of neurogenesis in the adult hippocampus. Indeed a great body of studies has shown that the different
stages of neurogenesis, i.e. proliferation, survival, etc. can be facilitated by higher serotonin neurotransmission after
administration of serotonergic antidepressants. Likewise, it has been shown that depletion of central serotonin also
enhances some stages of the neurogenesis process. These results, apparently contradictory, lead us to believe that
neurogenesis is sustained in a delicate balance in which each stage could be sensitive to the stimulation of different
types of serotonergic receptors, which in turn are sensible to different levels of serotonin. Classical models of serotonin
depletion were pharmacological, but in the last decade, numerous models of hyposerotonergic animals were developed
by genetic modifications. This review compiles how the process of neurogenesis in the adult hippocampus is modified in
different animal models of pharmacological or genetic serotonin depletion.

Keywords: neuronal survival, dentate gyrus, serotonergic depletion, animal models

Introduccion

Con la prolongacion de la expectativa de vida en los
tiempos que corren, muchas patologias pasaron a tener
un rol preponderante dentro del abanico de enfermedades
que ocurren a edad avanzada. Entre ellas, enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y ciertas
demencias, son cada vez mas estudiadas para poder

conocer en detalle sus mecanismos etiopatoldgicos, asi los trabajos de Kaplan mostraron que esas células

como Ia_s posihilidades de acercarse a un tratam|entp. Las posmitdticas tenian estructura y ultraestructura tipica de
alternativas para reemplazar las neuronas que se pierden neuronas (Kaplan, 1981, 1985; Kaplan & Hinds, 1977). EI
COMmO CONSEcUBNCia de estos prcesos neurodegenerativos desarrollo de métodos cada vez mas precisos y la extension
se centran en 2 estrategias: los trasplantes exogenos de estas investigaciones a especies variadas, deja en claro

del clelulas nerw(z[_sa_z (:jel aprovetghammntlo de Ibos "'ghl?[s a principios del siglo XXI que el proceso de generacion de
celulares con actividad regenerativa en el Cerebro adutto o3¢ neyronas ocurre de manera constitutiva en dos

(Boda et a_/., 2017. E f_echvamente, hay en el_ cerebro adulto regiones del sistema nervioso central de los mamiferos: la
un poi[en_mal neUrogenico my atractivo en V'.Stas de su uso zona subgranular del giro dentado (GD) del hipocampo y la
terapeut!co, Pero ello requiere un_c_onf)c.|m|ento p“’fuf‘d" zona subventricular, situada alrededor de los ventriculos
de la b'°|°,g'a de este proceso f|3|olog|co y su posible laterales (Gross, 2000). En estas zonas, la neurogénesis
manipulacion en condiciones patologicas. tiene lugar de manera constitutiva en individuos adultos,
con particularidades en cada una de ellas. Es interesante
destacar que el proceso de neurogénesis puede ocurrir en
otras zonas de forma reactiva, tal como ha sido revisado
por E. Gould (Gould, 2007). Sin embargo, la generacion de
nuevas neuronas en areas como la neocorteza, la amigdala,

premio Nobel Ramén y Cajal no habia logrado probarlo
con las herramientas disponibles en su época (Ramon y
Cajal, 1928). Sin embargo algunos estudios en los afos
'60 y posteriores del joven Altman (Altman & Das, 1965)
comenzaron a desafiar ese mito, mostrando que en roedores
adultos las neuronas de areas especificas eran capaces de
dividirse por mitosis. Gracias a la microscopia electrdnica,

El proceso de neurogénesis fisioldgica

Desde principios del siglo XX, la capacidad de regeneracion
de las células nerviosas en el cerebro adulto fue
desestimada y esto se debid, en gran parte, a que el
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el cuerpo estriado o la sustancia negra ha sido demostrada
como consecuencia de danos en esos tejidos y no de
manera constitutiva. Volviendo al proceso de neurogénesis
constitutiva, las células que proliferan alrededor de los
ventriculos laterales migran, a medida que se diferencian,
por la via rostral migratoria hacia los lobulos olfatorios, para
transformarse en su mayoria en células GABAérgicas y, en
menor medida, dopaminérgicas (Pignatelli & Belluzzi, 2010).
En contraposicion, las células que proliferan en la zona
subgranular, se diferencian a neuronas glutamatérgicas
y migran en el espesor de la propia zona granular del
GD. Estas células tienen una fisiologia particular por lo
cual en los dias posteriores a su nacimiento responden
a los inputs GABAérgicos despolarizandose. Luego, a
las dos-tres semanas, comienzan a expresar receptores
glutamatérgicos y entonces se modifica el gradiente de
iones Cl-, por lo que la respuesta a los inputs GABAérgicos
es la hiperpolarizacion (Marin-Burgin, Mongiat, Pardi, &
Schinder, 2012). Alrededor de las seis semanas de edad,
las nuevas neuronas ya reciben una alta densidad de /inputs
GABAérgicos, comparables con las neuronas maduras. En
resumen, ese periodo tipico de las neuronas inmaduras, en
el que la excitacion domina sobre la inhibicion se modifica
abruptamente en las neuronas “mayores”, en las cuales
el balance se inclina hacia la inhibicion. Asi, el proceso
continuo de neurogénesis adulta aporta una heterogeneidad
constante al perfil electrofisiologico del GD (Lacar, Parylak,
Vadodaria, Sarkar, & Gage, 2014). De esta informacion, se
desprende la importancia de poder conocer la edad de las
nuevas neuronasy paraello se emplean distintos marcadores
de proliferacion celular, de diferenciacion celular (neuronal
0 glial) y de sobrevida. En general, la etapa de proliferacion
celular en esta region del sistema nervioso se lleva a caho
determinando la presencia de marcadores que indican que
las células tienen entre 2 y 24 h de vida. El “gold standard”
para medir proliferacion celular corresponde a la deteccion
de una molécula analoga al nucleétido timidina, la 5’bromo-
2'deoxiuridina o BrdU. Esta molécula es administrada por via
parenteral o enteral a los animales y mientras esté presente
en los tejidos (su vida media es de 2 h), es incorporada
por todas aquellas células que estén atravesando el ciclo
de division celular o mitosis, durante la fase S de sintesis
de ADN. Luego, mediante la técnica de inmunohistoquimica

se pueden poner en evidencia las células positivas para el
marcador exdgeno BrdU y considerarlas como células de
reciente division (Wojtowicz & Kee, 2006). Ademas, el BrdU
es un marcador que también permite estudiar la sobrevida
de las células, ya que luego de su administracion se puede
esperar mas tiempo, generalmente cuatro semanas, antes
de sacrificar los animales. Posteriormente, mediante
inmunohistoquimica, se puede inferir que las células que
son positivas para BrdU tienen cuatro semanas de edad
0 menos. Para estudiar la proliferacion, existen también
marcadores enddgenos de division celular, como la proteina
Ki67 que se expresa al final de la fase G1 del ciclo celular
hasta el fin del ciclo mitético. Una inmunohistoquimica
para esta proteina, revela células positivas para Ki67, las
cuales estaban proliferando al momento en que se sacrificd
a los individuos. Existen otros marcadores enddgenos de
proliferacion celular, como PCNA (del inglés Proliferating cell
nuclear antigen) que se expresa mayormente en las fases G1
tardiay S,y el MCM-2 que se expresa entre G1 y M. Luego de
la division celular, las células atraviesan diferentes etapas
hasta convertirse en neuronas (Kempermann, Song, & Gage,
2015). Los precursores neuronales de la primera etapa se
pueden dividir, por un lado, en células madre de aspecto glial
0 tipo 1 que expresan marcadores como GFAP (del inglés
glial fibrillary acidic protein), Nestina y Sox2 y, por otro lado,
células progenitoras que se amplifican de forma transitoria,
incluyendo los tipos 2 y 3, que progresivamente dejan de
expresar los anteriores y comienzan a expresar la molécula
de adhesion PSA-NCAM y las proteinas doblecortina (Dcx),
Neuro-D y Prox1. A continuacion, las células neurales pasan
a lo que se denomina “periodo de regulacion” que puede
subdividirse en una fase posmitética temprana en la cual
comienzan a expresar las proteinas calretinina y NeuN y
pueden expresar a(in los marcadores de las células tipo 3, y
una fase posmitdtica tardia, en la que expresan calbindina,
NeuN, NeuroD y Prox1. Los primeros marcadores (de células
tipo 1, 2y 3) identifican neuronas inmaduras, mientras que
el resto es expresado por neuronas maduras.

Si bien cada vez se conocen mejor las etapas y las
caracteristicas de este complejo proceso fisioldgico, la
atencion estd puesta hoy mayormente en conocer la
importancia funcional de dicho proceso y la posibilidad de
modularlo a través de diferentes intervenciones.

Ciencias Exactas, Naturales, Experimentales y de la Salud 4]




Revista de Investigaciones Cientificas de la Universidad de Mordn. Afio 1/ N°2

El sistema serotonérgico

La serotonina es una amina biégena que se sintetiza por
accion de la enzima triptéfano hidroxilasa (Tph) a partir de
un aminodcido precursor, el triptéfano. En 1937, esta amina
fue descubierta originalmente en el aparato digestivo por
los Dres. Erspamer y Vialli. Dado que actuaba estimulando
la contraccion intestinal, inicialmente la denominaron
enteramina (Erspamer & Vialli, 1937). Sin embargo, fue en
1949 el afio en que Maurice Rapport identifica la estructura
quimica del vasoconstrictor sérico 5-hidroxitriptamina y, a
partir de este momento, se la denomina serotonina (Rapport,
1949). Unos afios mas tarde, en 1964, se describid que
la serotonina es sintetizada en un grupo de neuronas
serotoninérgicas que se retinen en grupos llamados B1-B9,
especificamente, en el rafe (Dahlstrom & Fuxe, 1964). La
serotonina se almacena en vesiculas presinapticas e inicia
suaccion al serliberada ala brecha sinaptica. Los receptores
serotonérgicos, de los cuales se han descripto catorce
subtipos se agrupan en siete tipos (del 1 al 7) y pueden
ser pre- 0, mayormente, postinapticos. Esta importante
variabilidad de subtipos de receptores serotonérgicos
aporta una enorme diversidad de respuestas para un mismo
neurotransmisor. La accion de la serotonina finaliza al ser
recaptada por el transportador de la serotonina (SERT o
5-HTT) que se ubica en la membrana presinaptica. Una vez
recaptada, la serotonina es transportada por el transportador
vesicular de monoaminas (VMAT) hacia las vesiculas donde
vuelve a ser almacenada a nivel presinaptico (Fig. 1). La
serotonina también puede ser degradada intracelularmente
a acido 5-hidroxi-indolacético por accién de la enzima
monoaminoxidasa A (MAOA). Dadas las funciones miiltiples
de la serotonina, numerosos farmacos que se utilizan en
la actualidad, tienen como blanco el sistema serotonérgico.
En particular los antidepresivos del grupo de los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRSs) actdan
bloqueando la accion del SERT, con lo cual la serotonina no
puede ser recaptada en la terminal sindptica y persiste mas
tiempo en la sinapsis, prolongandose su accion. En efecto, la
administracion aguda de estos farmacos produce unaumento
de los niveles de serotonina, pero su administracion cronica
provoca muchos y variados efectos neuroadaptativos a nivel
neuroquimico, plastico y comportamental. En particular la
administracion de ISRSs por mas de tres semanas genera
un aumento de la neurogénesis en el hipocampo de roedores

(Encinas et al., 2006; Malberg et al., 2000), efecto que se
ha observado en diferentes etapas del proceso neurogénico,
como la proliferacion de progenitores neurales y la sobrevida
de las neuronas (Diaz et al., 2012; Santarelli et al., 2003).
Este efecto de los ISRS ha sido reportado también tras la
administracion cronica en humanos (Boldrini et al., 2009).
Asimismo, se han demostrado efectos neurogénicos y
conductuales similares a los inducidos por los ISRS, tras la
administracion cronica de farmacos agonistas de diversos
receptores serotonérgicos como el 5-HT,, (Santarelli et al.,
2003), 5-HT, (Diaz et al., 2012) y 5-HT, (Mendez-David et
al., 2014).

® Serotonina (5-MT)

Avtoreceptor 5-HT ¢
£
|

Figura 1: Via sinaptica de la serotonina y sitios blanco de los
modelos hiposerotonérgicos. La serotonina (5-HT) es sintetizada
a partir del triptéfano por la enzima triptdfano hidroxilasa (Tph?2),
y luego es ingresada en vesiculas de almacenamiento por el
transportador vesicular de monoaminas (VMAT). Al liberarse
al espacio sinaptico, la serotonina puede interactuar con sus
receptores pre- y postsinapticos, y luego ser recaptada por el
transportador de 5-HT (SERT). La pildora simboliza aquellos
lugares donde actlian las drogas utilizadas para los modelos
farmacoldgicos, y los ratones blancos simbolizan las moléculas
blanco de los modelos genéticos.

Las numerosas evidencias en favor de un efecto
proneurogénico generado por tratamientos que provocan
un aumento de la neurotransmision serotonérgica, con
antidepresivos ISRS, hacia pensar que una disminucion de
la serotonina tendria efectos mas bien inhibitorios sobre el
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proceso de la neurogénesis hipocampal adulta. Los primeros
estudios desafiando esta hipotesis mostraron resultados
contradictorios, empleando modelos animales clasicos
de deplecion de serotonina. A posteriori, se desarrollaron
diversos modelos de disminucion de niveles de serotonina
0 delecion de células serotonérgicas a través de animales
transgénicos con pérdida o ganancia de funcidn. En esta

enlaTablal.

Tabla I. Caracteristicas de los modelos animales de hiposerotonergia y los cambios en el proceso de neurogénesis.

revision, se detallan los resultados sobre las distintas
etapas del proceso de neurogénesis que se han obtenido
en los (ltimos afos con modelos de deplecion serotonérgica
logrados a través de distintas estrategias, ya sea de
ablacion farmacoldgica o genética. Los mismos se resumen

Resumen de las caracteristicas de los modelos mencionados en el texto, el valor de la disminucion de los niveles de serotoninay los
cambios en la proliferacion o en la sobrevida neuronal. Abreviaturas: d: dias; s: semanas; m: meses: HC: hipocampo; CPF: corteza
prefrontal; CM: cerebro medio; NC: no hay cambios; NA: no se analiza; NE: no se especifica; 5,7-DHT: 5,7-dihidroxitriptamina; PCPA:
paraclorofenilalanina; 5-HTT; SERT: transportador de serotonina; Tph2: tirptdfano hidroxilasa 2; VMAT2: transportador vesicular de

monoaminas.
Articulo Especie/ Edad Modelo Tiempo de % de % cambio | % cambio
Cepa deplecion deplecion | proliferacion | sobrevida
Modelos Farmacoldgicos
Brezun & Ratas Adulta 5,7-DHT 8 inyecciones - - 58.82% -35%
Daszuta 1999 PCPA 4d (2x300y 2x100) -72.55% -53%
Brezun & Ratas 8s 5,7-DHT 1 inyeccion 75% - 60% - 46%
Daszuta 2000 [  Wistar
Brezun & Ratas Jovenes 5,7-DHT 1 inyeccion - - 46% -50%
Daszuta 2000 |  Wistar 220 ¢
Banasr et al. Ratas 8s PCPA 2 dias (1x300 y 90-95% -35% -51%
2001 Wistar 1x100)
Huanget al. | Ratas Lister| 300¢g 5,7-DHT 1 inyeccion 80% NC NA
2005 Hooded PCPA 3 dias 95% - 26,83%
PCPA 14 dias 97% NC
Ueda et al. Ratas 8s 5,7-DHT 1 inyeccion Niveles no - 40% NC
2005 Sprague- neonatal detectables
Dawley
Jhaetal. Ratas Adultas PCPA 4 dias 82% -40% - 37-54%
2006 Wistar (250 g) 5,7-DHT 1 inyeccion 80% NC +60%
Diaz et al. Raton 4s PCPA 8s 70% NC +40%
2013 C57BL/6
Modelos transgénicos constitutivos
Schmitt et al. Raton 7s,3m, 5-HTT Toda la vida - + 80% en los NC
2007 C57BL/6 14m de 14 m
Schipper et Ratas 65 d 5-HTT + Toda la vida - NA + 78.57%
al. 2011 Wistar
Sachs et al. Raton 8-10s | Tph2 KIR439H Toda la vida 60-80% NC + 37%
2013 €57/129
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Klempin et al. L 6s,3m, Tph2 Toda la vida - + 66% en los NA
2013 1 afo de 1 aho
Diaz et al. Raton 7-8s Petl-/- Toda la vida 30% NC 75%
2013 C57BL/6 VIIAT2  SERT ce/+ 90-95% NC 400%
Karabeg et al. Raton 6m 5-HTT Toda la vida - + 47% 26,7-53,8%
2013 C57BL/6
liaetal 2014 Raton 3-5m Petl- Toda la vida - NE NE
C57BL/6 Cre;Lmx1 b/
Song et al. Raton 340d | Petl-Cre;Tph2™ Toda la vida - NA +104%
2017 C57BL/6 fx
Modelos transgénicos inducibles
Jiaetal 2014 - - Petl- 3-4s - + 27, 58% +138%
Cre;Rosa26DTR
Song et al. - 2,5-3m | Petl-CreER™; Im 86,7% + 40-90% | +62-153%
2016 1,5m Rosa26-DTA 51,12% NA +33,33%
Petl- CreER™;
Tphzﬂox/ﬂax
Song et al. - 2-25m Petl- 3-4s - NE NE
2017 Cre;Rosa26DTR
Otros modelos animales con déficits de serotonina
Zhang et al. Ratas 9s Dieta con 1/5 Trp 4s 36% CPF -40% NA
2006 Wistar 75% HC
Fournet et al. Raton 3-5m STOP KO Toda la vida 46% HC -28% -53%
2010 BALBc/ 35% CPF
129
Lesemann Raton 5s/ MPTP lobd/ 35-50% CM
etal. 2012y | C57BI/6 8-12s 3d-10d 40-70% HC | +97,74% | + 167,27%
Pain et al. 3d-28d + 181,82% | + 223,53%
Kohl et al. Ratas 3m BAC Toda la vida 80% HC NC - 45.38%
2016 o-sinucleina

Modelos animales de deplecion serotonérgica

Modelos farmacologicos

Los primeros trabajos en estudiar los efectos de la
disminucion de los niveles de serotonina en el cerebro
se basaron en modelos farmacoldgicos, en particular

mediante el empleo de dos agentes. Por un lado, en
1972, la 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT) fue probada
como neurotoxina con selectividad para las neuronas
serotonérgicas (Baumgarten & Lachenmayer, 1972),
generando la muerte de las mismas, tras su inyeccion
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en el rafe. Por otro lado, la paraclorofenilalanina (PCPA)
es un inhibidor de la enzima limitante en la sintesis de
serotonina, la Tph, y al administrarse de forma sistémica,
depleta las vesiculas de serotonina (Jéquier et al., 1967).
La enzima Tph posee dos isoformas: la Tph2 se expresa de
manera predominante en el sistema nervioso central y las
neuronas entéricas del intestino, mientras que la Tphl se
expresa de manera periférica en el organismo (Patel et al.,
2004). La PCPA es capaz de inhibir la sintesis de ambas
isoformas de Tph, aunque algunos trabajos han visto que
las afecta con diferente sensibilidad, siendo la Tph2 mas
sensible al efecto de PCPA (Barchas & Usdin, 1973; Koe
& Weissman, 1966). Tanto con 5,7-DHT como con PCPA,
se obtiene una reduccion importante en los niveles de
serotonina, que permite realizar estudios de funcion de este
neurotransmisor. Es apropiado destacar que los efectos de
estas sustancias no son del todo especificos, dado que la
5,7-DHT produce muerte celular y trae como consecuencia
gliosis reactiva (Brezun & Daszuta, 2000b), lo que puede
generar efectos indeseados no relacionados a la falta de
serotonina. La selectividad de la 5,7-DHT para inducir la
degeneracion de las terminales nerviosas serotonérgicas
en modelos animales puede mejorar si se administra
previamente un inhibidor selectivo de la recaptacion de
noradrenalina como la nomifensina (Compan et al., 1998).
Esto evita que este transportador capte la toxina y esta sea
acumulada en las terminales noradrenérgicas. Por otro lado,
los primeros trabajos que caracterizaron los efectos de la
5,7-DHT en ratas, demostraron que luego de una deplecion
inducida por la administracion de esta toxina en el estriado,
los niveles basales de serotonina medidos en esa zona
cuatro semanas mas tarde recuperaban valores normales
(Kirby et al, 1995). En el mismo trabajo, muestran, sin
embargo, que la respuesta a un ISRS estaba atenuada.
En suma, los autores sugieren que, tras la destruccion
de neuronas serotonérgicas causada por administracion
de esta neurotoxina, los mecanismos compensatorios
permitian mantener los niveles de serotonina basales a
través de las terminales serotonérgicas que sobrevivian,
pero que estos mecanismos no eran suficientes para que
el sistema dafiado respondiera a un desafio farmacoldgico
(Kirby et al., 1995).

Los primeros  trabajos modelos

que emplearon

farmacoldgicos de deplecion de serotonina utilizaron ratas
adultas de dos meses de edad y observaron que tanto
con 5,7-DHT como con PCPA, ocurria una disminucion en
la proliferacion determinada por células BrdU*, asi como
también de neuronas inmaduras marcadas con PSA-NCAM
(Brezun & Daszuta, 1999, 2000a, 2000b). En sintonia
con los resultados ya mencionados (Kirby et al., 1995),
Brezun & Daszuta (2000b) también pudieron observar que
a los 60 dias luego de la inyeccion de 5,7-DHT las fibras
serotonérgicas vuelven al estado fisioldgico, y lo mismo
ocurre con los niveles de células BrdU* y PSA-NCAM*. La
suma de estos reportes indica que los cambios inducidos
por la neurotoxina 5,7-DHT son reversibles en el mediano
plazo. Siguiendo con los efectos sobre la neurogénesis,
resultados posteriores reportaron también una disminucion
tanto en la proliferacion medida a través de células Brdu*
como en la sobrevida neuronal determinado por Dex y PSA-
NCAM, en ratas tratadas con PCPA entre 2 y 4 dias (Jha et
al., 2006)(Benninghoff et al., 2010)(Banasr et al., 2001).
Asimismo, se indicd una disminucion en la proliferacion
celular en ratas lesionadas con la neurotoxina 5,7-DHT
(Ueda et al., 2005). Otro trabajo contemporaneo, constatd
una disminucion del nimero de células Ki67+ luego de un
tratamiento de 3 dias con PCPA, cambio que no se observo
al prolongar el tratamiento por 14 dias (Huang & Herbert,
2005). En ese mismo articulo, no se registraron alteraciones
en la cantidad de neuronas marcadas con BrdU y Ki67
luego de un tratamiento con 5,7-DHT (Huang & Herbert,
2005). En contraposicion con los resultados de los estudios
descriptos hasta aqui, una tendencia (p=0.062) hacia el
aumento de células Dex™ fue descripta en el GD de ratas
tratadas con 5,7-DHT (Jha et al., 2006). En este sentido,
un trabajo mas reciente estudid el efecto de la deplecion
serotonérgica, utilizando tratamientos cronicos con PCPA
de 5 a 8 semanas (Diaz et al, 2013). Si bien, no se
observaron cambios en la proliferacion (células BrdU™*) se
encontrd sorprendentemente, un aumento significativo en la
sobrevida neuronal (células BrdU* de 4 semanas de vida). Lo
resumido hasta aqui genera contradiccion, en el sentido de
que un mismo tratamiento de deplecion parece inducir tanto
disminucion como aumento del proceso de neurogénesis, en
particular de la sobrevida. En el primer caso, la disminucion
de la sobrevida se reportd luego de tratamientos agudos
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a subcronicos de PCPA, mientras que el aumento de esta
etapa del proceso neurogénico se evidencid luego de
tratamientos cronicos con PCPA. No obstante, dado las
desventajas mencionadas para los modelos farmacoldgicos,
los animales transgénicos comenzaron a vislumbrarse
como herramientas que permitirian estudiar los efectos de
la deplecion de serotonina de una manera mas especifica,
complementando los estudios ya realizados.

Modelos transgénicos

El desarrollo de la tecnologia aplicada a la creacion de
ratones transgénicos permitié un estudio mas exhaustivo
de la relacion entre la neurogénesis hipocampal adulta y el
sistema serotonérgico. Con los afios se ha ido avanzando
desde la eliminacion de un gen de manera general durante
toda la vida del organismo, pasando por deleciones
especificas en ciertas regiones del sistema nervioso central
o tipos de células, hasta ratones condicionales donde la
expresion de un gen puede ser “prendida o apagada” en
el momento de interés. Por lo tanto se puede hablar, por
un lado, de modelos animales transgénicos constitutivos,
donde la deplecion de los niveles de serotonina ocurre
durante toda la vida, pudiendo ocasionar efectos
indeseables o inespecificos debido a la importancia de
este neurotransmisor en el desarrollo. La gran mayoria
de estos modelos animales tiene como fondo genético la
cepa endocriada C57BL/6. Por otro lado, estan los modelos
transgénicos condicionales, donde el “apagado” de un gen
y por ende, la deplecion de serotonina, se logra a partir de
la inoculacion en los animales de un agente, permitiendo el
estudio de sus efectos a una edad especifica. Un ejemplo son
los ratones donde el “apagado” del gen se realiza mediante
inyeccion de la toxina de la difteria. Estos ratones poseen
el receptor para esta toxina (Diphtheria Toxin Receptor
-DTR-) inserto en el /focus de ROSA26, un locus usado
generalmente para activar la expresion de genes a través
de su promotor. La expresion generalizada del receptor de
la toxina es bloqueada por una secuencia STOP flanqueada
por loxP rio arriba. Al cruzar ese raton con otro que expresa
la enzima recombinasa Cre, la secuencia STOP es eliminada
de aquellos tejidos donde Cre esta presente, permitiendo
la expresion del receptor de la toxina de la difteria. En
consecuencia, estas células son susceptibles de sufrir una
ablacion luego de la administracion de la toxina (Buch et

al., 2005). Bajo este mecanismo es posible, por ejemplo,
eliminar las neuronas serotonérgicas especificamente, si
se utiliza un ratdn que exprese la recombinasa Cre unida
a algin gen que solo se encuentre expresado en un tipo
de células de interés. Esta eliminacion se darfa solamente
luego de la inoculacion de la toxina.

Modelos constitutivos

En los primeros animales transgénicos hiposerotonérgicos
que fueron desarrollados fue eliminado el gen del
transportador de serotonina (SERT o 5-HTT). Si bien en estos
ratones se constata un aumento en las concentraciones de
serotonina en el espacio extracelular, los niveles totales
en los tejidos cerebrales se encuentran significativamente
disminuidos. Por este motivo es que se los considera como
hiposerotonérgicos (Karabeg et al., 2013). En el primer
estudio publicado con este modelo se encontrd que no habia
cambios en la proliferacion ni en la sobrevida neuronal
en el GD de ratones de 7 semanas o de 3 meses de vida
comparados con sus controles (Schmitt et al., 2007). En
cambio, en ratones envejecidos de 14 meses de vida se
observd un aumento en la proliferacion (células BrdU+),
aunque no en la sobrevida (también medida con BrdU).
Un trabajo posterior reportd un aumento en ambas etapas
del proceso neurogénico, revelado por un mayor nimero de
células Ki67*y NeuroD* (Karabeget al., 2013). Por otro lado,
en un estudio realizado con ratas transgénicas de dos meses
de vida se observd un aumento en la sobrevida neuronal,
determinada a través de Dcx (Schipper et al., 2011). Si bien
estos resultados parecen paraddjicos, dado que se oponen a
lo observado en la mayoria de los modelos farmacoldgicos y
a la hipétesis que se tenia hasta ese momento, fueron luego
fuertemente confirmados por diversos estudios. Un primer
trabajo analiza la neurogénesis en dos modelos de ratones
transgénicos de 7 semanas de vida: en el primero se elimina
un factor de transcripcion necesario para la formacion de
las neuronas serotonérgicas del rafe, llamado Pet1 (ratones
Pet17): el segundo es un modelo mas elegante, en el que se
elimina el transportador encargado de ingresar la 5-HT en
el interior de las vesiculas, VMAT2, especificamente de las
células que expresan el SERT (ratones SERTC®*:VMAT2).
Esta eliminacion puntual imposibilita que el neurotransmisor
sea acumulado en las vesiculas presinapticas, limitando la
liberacion de serotonina a la sinapsis. En ambos modelos
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hiposerotonérgicos, se observo ausencia de cambios en la
proliferacion celular, medida como células BrdU™* de un dia
de vida, pero se puso en evidencia un aumento significativo
en la sobrevida neuronal a través de células BrdU™ de 4
semanas de vida (Diaz et al., 2013). Otro modelo donde
las neuronas serotonérgicas no se desarrollan es aquel
donde se elimina especificamente de estas neuronas un
factor de transcripcion llamado Lmx1b que, al igual que
Petl, es necesario para la diferenciacion de las neuronas
serotonérgicas (Pet1®®;Lmx1b"). Un trabajo menciona que
la neurogénesis hipocampal adulta en estos animales no
esta alterada, refiriéndose, aparentemente, a la etapa de
proliferacion de neuroprogenitores (Jia et al., 2014).

Por otro lado, un modelo muy utilizado hasta el momento es
aquel donde se altera el gen de la enzima Tph2, ya sea de
forma generalizada como de forma especifica en las neuronas
del rafe, reduciéndose significativamente la sintesis de
serotonina. En trabajos realizados con ratones Tph27 no
se observaron cambios en la proliferacion neuronal en el
GD (Klempin et al., 2013). Sin embargo, en otro estudio se
utilizd un modelo donde se sobreexpresa una forma mutada
del gen Tph2, lo que genera una disminucion del 60-80% de
los niveles de serotonina (Sachs et al., 2013). Nuevamente,
no se reportaron cambios en los niveles de proliferacion
(células BrdU*), pero los autores observaron una mayor
sobrevida neuronal, determinada por los marcadores BrdU y
Dcx. Esta observacion se complementd con una disminucion
en la apoptosis, medida a través de la expresion de caspasa
3 (Sachs et al., 2013). Por tltimo, un modelo de delecion de
la enzima Tph2 especificamente en neuronas serotonérgicas
(Pet1®e.Tph2”) mostrd un aumento significativo en el
nimero de células Dcx™ (Song et al., 2017). En suma,
pareciera que los modelos de disminucion de los niveles de
serotonina a consecuencia de una menor actividad de su
sintesis, generan un aumento significativo de la sobrevida
de las nuevas neuronas nacidas en el GD adulto, sin
repercusiones a nivel de la proliferacion neuronal.

Modelos inducibles

Como se explico anteriormente, los modelos transgénicos
inducibles poseen la ventaja de permitir la eliminacion del
gen de interés en el momento de la vida del animal que
se requiera, mediante la inyeccion de, por ejemplo, una
toxina. El primer estudio con ratones hiposerotonérgicos

inducibles utilizd ratones Petl-Cre;Rosa26-DTR, en los
que la administracion de la toxina de la difteria elimina las
neuronas serotonérgicas del rafe, dado que el receptor de la
toxina se expresa junto al factor de transcripcion previamente
mencionado Petl (Jia et al., 2014). Ratones adultos (de mas
de 3 meses de edad) fueron inyectados con la toxina y luego
de 4 semanas se realizaron las determinaciones mediante la
técnica de inmunohistoquimica. Estos ratones presentan un
aumento tanto en la proliferacion (células BrdU*) como en el
niimero de neuronas inmaduras (células NeuroD*y POMC*)
(Jiaetal., 2014). Otro trabajo mas reciente con este mismo
modelo y mismo tratamiento también observé un aumento
de la sobrevida neuronal (células Dex* y POMC*) (Song et
al., 2017). Existe también un modelo que utiliza tamoxifeno
en vez de la toxina de la difteria como inductor (Petl-
CreER™; Rosa26-DTA). Ratones que recibieron tamoxifeno
a los 2,5-3 meses de vida y estuvieron en condiciones de
hiposerotonergia por un mes, mostraron un aumento en la
proliferacion celular (células BrdU*, MCM2* y Ki67*) yenla
sobrevida neuronal (células Dex*, BrdU* y NeuroD*) (Song
etal., 2016). A su vez, estos autores utilizaron otros ratones
en los cuales se inactiv la enzima que sintetiza serotonina
en las neuronas serotonérgicas mediante la inoculacion de
tamoxifeno (Petl-CreER™; Tph2™™) a los 1,5 meses de
vida. En este caso también reportaron un aumento en los
diferentes procesos neurogénicos (células BrdU+, NeuroD*
y Dex*) (Song et al., 2016).

Otros modelos animales con déficits de serotonina

Un modelo que se ha utilizado con el fin de generar una
reduccion en los niveles de serotonina consiste en la
administracion de una dieta carente del aminodcido
triptéfano, a partir del cual se sintetiza el neurotransmisor
serotonina. Este aminoéacido solo puede ser obtenido
mediante la ingesta y una deprivacion en la alimentacion
lleva a una incapacidad de sintetizar serotonina, con
una consecuente disminucion en sus niveles tisulares.
En ratas adultas sometidas a una dieta carente de este
aminodacido por 4 semanas en edad posnatal, se encontrd
una disminucion significativa de la proliferacion celular en
el GD, determinado con células marcadas con BrdU (Zhang
et al., 2006).

Hasta donde sabemos, no hay reportados en la bibliografia
otros modelos de hiposerotonergia como tal. No obstante, se
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han publicado trabajos dedicados al estudio de patologias
como la enfermedad de Parkinson u otras que afectan el
sistema nervioso, que emplean modelos animales en los
cuales se ha descripto una disminucion de los niveles
centrales de serotonina. Asimismo, en esos modelos, se ha
estudiado la sobrevida de las nuevas neuronas nacidas en
el hipocampo, por lo que resulta interesante mencionarlos
en esta revision para complementar los resultados hasta
aqui descriptos en los modelos de hiposerotonergia.

Un primer modelo que mencionamos se ha desarrollado
para estudiar la enfermedad de Parkinson y consiste en la
deplecion dopaminérgica por administracion sistémica de
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). Estudios
hechos en ratones C57BL/6 muestran que la administracion
intraperitoneal de MPTP en protocolos agudos (1 dia) o
subagudos (5 dias), lleva a una disminucion significativa en
los niveles de serotonina de entre 35y 50% en el cerebro
medio y de 40 a 70% en el hipocampo (Pain et al., 2013).
Un tratamiento de 3 dias de MPTP en ratones también
indujo cambios a nivel de neurogénesis, determinados por
inmunohistoquimica tanto a los 10 dias postratamiento
como a los 28 dias. En ambos casos, se observd un
aumento en la proliferacion (células BrdU*/Nestina™) y un
aumento en la sobrevida temprana, medida como células
Nestina*/Dext (Lesemann et al, 2012). Otro modelo de
la enfermedad de Parkinson, en este caso, genéticamente
modificado, consiste en ratas en las cuales se inserta una
construccion que permite la sobre-expresion de una proteina,
la alfa sinucleina, cuya acumulacion en distintas regiones
del cerebro ocurre caracteristicamente en esta patologia
degenerativa (Nuber et al, 2013). En este modelo se
constatd una reduccion de alrededor del 80% de los niveles
de serotonina en el hipocampo de las ratas transgénicas,
concomitante con una disminucion de la sobrevida de las
nuevas neuronas, pero sin afectarse la proliferacion en el
GD (Kohl et al., 2016).

Un dltimo modelo animal, en este caso propuesto para
estudiar ciertos sintomas de la esquizofrenia, consiste en
ratones en los cuales se elimina el gen de una proteina
asociada a microtibulos denominada STOP (por su
sigla en inglés, stable tubule only polypeptide). En estos
ratones se registra una disminucion significativa de los
niveles de serotonina en regiones de proyeccion como el
hipocampo (46%) y la corteza frontal (35%), pero sin

cambios significativos en el cerebro medio (Fournet et al.,
2010). En este caso, los animales transgénicos con déficits
serotonérgicos en areas del sistema nervioso, mostraron
una disminucion en la tasa de proliferacion y sobrevida de
las nuevas neuronas en el GD.

Conclusiones generales

Los distintos resultados obtenidos con los diversos modelos
son llamativos, dado que parecen contraponerse entre
farmacoldgicos y transgénicos. Sin embargo, un analisis en
detalle de los resultados, permite comprender que la paradoja
no es tal. Analizando por ejemplo los estudios hechos con
el tratamiento de PCPA, los resultados opuestos podrian
deberse a diferencias en los protocolos de administracion,
dado que tanto las dosis como los dias de tratamiento
varfan de un estudio a otro. Todos aquellos estudios donde
se observd una disminucion en la neurogénesis utilizaron
protocolos semiagudos, de dos a cuatro dias de inoculacion,
mientras que aquel que demostrd un aumento en la
sobrevida neuronal lo hizo luego de un tratamiento cronico
de cinco a ocho semanas. Ademas, en uno de los trabajos
se observd una disminucion en la proliferacion luego de un
tratamiento agudo pero no con uno crénico (Huang & Herbert,
2005). Estos resultados en conjunto nos permiten proponer
|la hipdtesis de que el efecto de PCPA es modulado a través
el tiempo, con una inicial disminucion de la neurogénesis,
que pasaria a una etapa de compensacion y adaptacion
fisioldgica donde la neurogénesis aumentaria si la deplecion
en los niveles de serotonina continda. Esta conclusion
también encuentra sustento en los resultados obtenidos
en animales inyectados con 5,7-DHT, en los que se vio una
recuperacion neuroquimica y plastica luego de 1y 2 meses,
respectivamente, de la inoculacion de la neurotoxina (Brezun
& Daszuta, 2000b; Kirby et al., 1995). Para el caso de los
modelos animales transgénicos, los resultados son mas
consistentes, habiéndose reportado mayormente aumentos
de la sobrevida neuronal en el hipocampo adulto de ratones
con bajos niveles de serotonina tanto constitutivos (a lo largo
de toda la vida) como en el caso de los modelos inducibles.
Por otro lado, es notorio que, practicamente, en todos los
estudios que emplearon ratas, se observ una disminucion
de la sobrevida de las nuevas neuronas a consecuencia
de un déficit de serotonina, logrado con distintos modelos.
Por el contrario, ante la misma situacion pero en modelos
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de ratones, la sobrevida de las nuevas neuronas se vio
incrementada sin observarse efecto sobre la proliferacion
de las neuronas del GD. Esta observacion es muy
consistente y deberia tenerse en cuenta al elegir el modelo,
ya que las respuestas en estas dos especies murinas son
claramente dicotomicas. Asimismo, considerando que el
objetivo principal de las investigaciones biomédicas es la
extrapolacion de estos resultados para tratar patologias en
humanos, es importante remarcar las diferencias notorias
detectadas en estudios llevados a cabo en dos especies
tan cercanas como lo son las ratas y los ratones. Estas
diferencias demandan mucha mas cautela al pensar en
la traslacion de estos datos experimentales ya que, al
dia de hoy, no hay informacion especifica que demuestre
como se modula el proceso de neurogénesis adulta en el
hipocampo humano ante diferentes configuraciones del
sistema serotonérgico. De manera interesante, se ha
planteado recientemente cierta controversia en cuanto a la
presencia de niveles significativos de neurogénesis adulta
en el hipocampo de los seres humanos. Uno de los mayores
problemas detras de esta controversia es la dificultad de
realizar estudios en nuestra especie tal como se realizan
en modelos animales. En el caso de los humanos, se suele
recurrir a tejidos post mortem en diversos estados de
preservacion que, en ciertos casos, dificultan la realizacion
de los estudios histoldgicos o la comparacion de los
resultados. Ademas, no es posible aplicar en los humanos
el método “gold standard” de la neurogénesis, es decir la
incorporacion de BrdU administrado por via exdgena. Aun
asi, distintos laboratorios han intentado sobreponerse a
estos problemas con estrategias diferentes, como lo es el
analisis de las concentraciones de C14 en el hipocampo
(Spalding et al., 2013) o la utilizacion de un panel amplio de
marcadores de progenitores neuronales o células inmaduras
idénticos a los usados en roedores (Knoth et al,, 2010). De
estos estudios se desprende una cantidad considerable de
evidencia que soporta la presencia de neurogénesis en los
humanos en niveles considerables. Si bien recientemente
salié a la luz un trabajo donde se sugiere la ausencia de
marcadores de neurogénesis en el hipocampo de personas
de entre 7 y 77 afios, la cual solo estaria presente en
individuos menores a esa edad (Sorrells et al., 2018), otro
trabajo publicado casi en simultaneo sostiene que no solo
hay presencia abundante de estos marcadores sino que

ademas, sus niveles de expresion no se ven muy afectados
con el envejecimiento (Boldrini et al., 2018). Sumando la
evidencia disponible y considerando cuestiones técnicas
como la utilizacion de métodos estereoldgicos para la
cuantificacion de células marcadas, pareceria entonces que
efectivamente la neurogénesis adulta también ocurre en el
Homo sapiens (Kempermann et al., 2018).

Volviendo a los resultados analizados de manera conjunta
en modelos animales, la hip6tesis de que una disminucion
en los niveles de serotonina disminuiria la neurogénesis
en el GD no tiene sustento de acuerdo con lo demostrado
hoy. En efecto, cuando esta disminucion es cronica y sobre
todo en ratones, se ve un aumento consistente en varias
etapas del proceso neurogénico, en especial la sobrevida
neuronal. Pareceria ser, entonces, que lo importante a
la hora de regular este proceso es la homeostasis del
neurotransmisor, y que una alteracion en sus niveles trae
como consecuencia cambios en la plasticidad neuronal y
adaptaciones neuroquimicas y fisioldgicas que establecen
un nuevo equilibrio en las redes neuronales del hipocampo.
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