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1. RESUMEN

Lis1 es uno de los principales genes relacionados con la lisencefalia tipo 1, una
malformacion cerebral severa caracterizada por ausencia de circunvoluciones en el
cortex cerebral y una migracion neuronal defectuosa en la etapa embrionaria, con
predisposicidon a sufrir enfermedades mentales. Esta malformacion esta relacionada
con el sindrome de Miller-Dieker cuyos pacientes presentan sintomas clinicos como
epilepsia, convulsiones recurrentes, retraso mental y una predisposicion a
desarrollar trastornos psicéticos como la esquizofrenia (SZ), ya que esta enfermedad
podria estar causada por desregulaciones en el neurodesarrollo.

Estudios en ratones en los que se ha eliminado el primer exén codificante del Lis1,
obteniéndose un modelo murino (Lis1/sLis1), revelaron un aumento de la expresion
de c-Fos (proto-oncogen utilizado como marcador de actividad neuronal) en la
corteza prefrontal medial (mPFC), el hipocampo y otras zonas relacionadas con el
sistema limbico. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de poder utilizar este
modelo como modelo de SZ en ratones.

En este proyecto se ha realizado un estudio de la actividad neuronal comparando la
expresion de células c-Fos+ entre las laminas supra-piramidal (DGsp) e
infra-piramidal (DGip) del giro dentado (DG) de ratones mutantes Lis7/sLis1 y
ratones control WT. Los resultados indican que la distribucion de las neuronas con
aumento de excitabilidad se distribuye de forma heterogénea dentro del eje
transversal del DG, la heterogeneidad intrinseca en cuanto a la funcionalidad y
neuroanatomia de sus laminas pueden explicar las diferencias halladas en nuestra
investigacion y podrian relacionar la fisiopatologia de las enfermedades neurolégicas
como la SZ y la mutaciones producidas en el modelo Lis1/sLis1, sugiriendo una
continuacion de las lineas de investigacion que incluyen el modelo Lis/sLis1 como
modelo de SZ.

Palabras clave: Lis1, esquizofrenia, c-Fos, Giro dentado, supra-piramidal,

infra-piramidal



ABSTRACT

Lis1 is one of the main genes related to type 1 lissencephaly, a severe brain
malformation characterized by the absence of gyri in the cerebral cortex and
defective neuronal migration in the embryonic stage, with a predisposition to mental
illness. This malformation is related to Miller-Dieker syndrome, whose patients
present clinical symptoms such as epilepsy, recurrent seizures, mental retardation,
and a predisposition to develop psychotic disorders such as schizophrenia (SZ),
since this disease could be caused by neurodevelopmental dysregulation. .

Studies in mice in which the first coding exon of Lis1 has been deleted, obtaining a
murine model (Lis1/sLis1), revealed an increase in the expression of c-Fos
(proto-oncogene used as a marker of neuronal activity) in the medial prefrontal
cortex (mPFC), the hippocampus and other areas related to the limbic system. These
findings suggest the possibility of using this model as a mouse model of SZ.

In this project, a study of neuronal activity has been carried out comparing the
expression of c-Fos+ cells between the supra-pyramidal (DGsp) and infra-pyramidal
(DGip) layers of the dentate gyrus (DG) of Lis1/sLis1 mutant mice and mice control
w.t. The results indicate that the distribution of neurons with increased excitability is
heterogeneously distributed within the transversal axis of the DG, the intrinsic
heterogeneity in terms of the functionality and neuroanatomy of its sheets may
explain the differences found in our research and could relate the pathophysiology of
neurological diseases such as SZ and the mutations produced in the Lis1/sLis1
model, suggesting a continuation of the lines of research that include the Lis1/sLis1

model as a model of SZ.

Keywords: Lis1, schizophrenia, c-Fos, dentate gyrus, suprapyramidal, infrapyramidal



2. INTRODUCCION

2.1 Gen Lis1: Lisencefalia

El factor activador de plaquetas (PAF) acetilhidrolasa IB subunidad alfa es una
enzima que en los humanos esta codificada por el gen PAFAH1B1. La proteina es
mencionada a menudo como LIS1. El complejo Lis1 es una enzima intracelular
tetramera que presenta dos subunidades cataliticas y un dimero regulador ", se
encuentra en el cromosoma humano 17p.13.3 y consta de 11 exones con una region
codificante de 1233 pb. El gen Lis1 codifica la subunidad no-catalitica de 45 KDa de
la isoforma del activador de plaquetas (PAF) acetilhidrolasa-1 b (PAFAH1B1) una
enzima que inactiva el PAF @),

Es miembro de la familia de proteinas con secuencias conservadas de 40
aminoacidos que tipicamente terminan con acido triptéfano-aspartico (proteina de
repeticion WD) y se sabe que esta involucrada en varios procesos de interaccion
proteina-proteina ®. Lis1 interacciona de forma estrecha con proteinas motoras
basadas en microtubulos como la dineina y la tubulina, que esta involucrado en la
regulacion de los microtubulos. Lis1 esta involucrado en la nucleocinesis
citoplasmatica mediada por dineina, translocacién somatica, motilidad celular,
mitosis y segregacion cromosomica. Esta proteina esta conservada evolutivamente

con una gran similitud entre ratones y humanos @.

Estas interacciones reguladoras Lis1-dineina citoplasmatica son clave para
comprender las funciones celulares complejas desarrolladas por el gen, la
interaccion disminuye la velocidad promedio del motor molecular en los analisis in
vitro y puede ser de gran importancia en los analisis in vivo (con mayor complejidad),
ya que posee gran relevancia en el motor de alta carga, particularmente a nivel

neuronal ©:9),

Lis1 esta profundamente asociado con una alteracion cerebral denominada
lisencefalia tipo 1, caracterizada por una estratificacion anormal de la corteza
cerebral durante el desarrollo embrionario, esta alteracién esta asociada con el

sindrome Miller-Dieker, una grave malformacién cortical cuyos pacientes presentan
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una reduccion en la circunvolucion de los pliegues cerebrales. Algunos de los rasgos
que definen este sindrome son microcefalia, una corteza cerebral mas gruesa (10-20
mm) con mayor dispersiéon celular, un aumento del tamano de los ventriculos (7),
epilepsia, retraso mental y psicomotor, alteraciones cardiacas y renales, asi como
también una predisposicion a desarrollar trastornos psicéticos como la esquizofrenia
(SZ) si hablamos de fenotipos de menor gravedad ',

Las alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) representan una
minusvalia muy importante para los pacientes que las sufren, un 3% de los recién
nacidos presenta algun tipo de malformacion del SNC y dentro de este grupo un
porcentaje mayor al 60% de estas alteraciones no son compatibles con la vida. De
los trastornos de migracion neuronal, la lisencefalia asociada al Sindrome de
Miller-Dieker, tiene una incidencia de 11,7 casos por milldbn de neonatos pero la

prevalencia de formas que representan una menor gravedad es desconocida 2.
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Figura 1. (A-C) Imagenes de resonancia magnética de un paciente con una
malformacion en forma de paquigiria provocada por lisencefalia y (D-F) un paciente
normal de unos 18 meses de edad. Los patrones de giro indicados por las flechas
indican anormalidad en las circunvalaciones cerebrales (adaptado de Di Donato et al
2017) ™,

Lis1 fue el primer gen identificado con implicacion en una enfermedad de la
migracion neuronal, se expresa de manera notable en la placa cortical durante la
embriogénesis y en las etapas postnatales en el hipocampo, asi como en diversas
regiones cerebrales incluyendo el neocdrtex y el cerebelo . En recientes estudios
se ha corroborado la relevancia de las alteraciones funcionales relacionadas con
Lis1 en la fisiopatologia de la SZ y las enfermedades psiquiatricas relacionadas,
observando mayores tendencias en la variacion genética del complejo Lis1 en
pacientes con SZ (¥, aunque los mecanismos subyacentes todavia no se conocen

en profundidad.

Normal

a
CcP
|
1Z 1
vVZ |
l

LIS1 RNAI

a
CcP

1z *
Iz X < >



https://paperpile.com/c/veHStw/Y40y
https://paperpile.com/c/veHStw/jC7E
https://paperpile.com/c/veHStw/2rlR

Figura 2. Patron de migracion radial en la corteza fetal normal y en ausencia de
Lis1, donde el movimiento correcto de la glia radial y la division mitotica se inhibe ya
que se retiene el soma en el area subventricular y evita que se desplace a las capas
superiores. Las pocas células que logran alcanzar la zona intermedia tienen una
morfologia bipolar caracteristica (c’), la interaccion especialmente con dineina
aumenta el tiempo entre el movimiento del centromero y el nucleo provocando una

migracion neuronal mas lenta (figura adaptada Valle RB, Tsai JW 2006) (9.

2.2 Esquizofrenia

La esquizofrenia (SZ) se presenta como un trastorno mental psicético incapacitante
que afecta al 1% de la poblacion mundial. En los ultimos afios se han realizado
avances que permiten una mayor comprensién de la fisiopatologia de la SZ,
progresos en imagenes cerebrales y genética molecular, asi como una nueva
generacion de medicamentos para tratar esta patologia, pero sigue siendo una
enfermedad con grandes areas todavia por comprender generando una gran carga
para los pacientes que la sufren asi como a sus familias y a la sociedad en general
(17)_

Los sintomas de la SZ se dividen en tres categorias; sintomas positivos, negativos y
conductuales. Los sintomas positivos y negativos varian en intensidad con el tiempo
y los pacientes pueden tener predominantemente un tipo u otro en un momento
determinado, estos incluyen alucinaciones, delirios (Que a menudo son paranoicos),
déficits, incapacidad de atencion, pérdida de sensacion de placer, pérdida de
voluntad o de impulso, la desorganizacion y el empobrecimiento de los
pensamientos y el habla, todo ello pudiendo llevar a un profundo retraimiento social
(18)_

Los sintomas conductuales incluyen disfuncion cognitiva, disminucién de la
capacidad para centrar la atencion y deficiencias en el lenguaje verbal y no verbal a
corto plazo, asi como problemas en la memoria. Los sintomas generalmente
comienzan en la adolescencia tardia o en la edad adulta temprana y generalmente

contindian durante toda la vida (1929,
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Al considerar el curso clinico de la esquizofrenia, se ha notado que no hay patologia
degenerativa evidente, esto lleva a la hipotesis de que la enfermedad se desarrolla
mucho antes de que aparezcan los sintomas clinicos, enfocandose en las etapas
tempranas del desarrollo neuronal donde la migracion celular y la correcta
estructuracién cerebral son fundamentales para la funcionalidad y conectividad
cerebral adulta. Por tanto, resulta esencial estudiar las alteraciones tempranas en el
desarrollo neuronal que puedan ser causantes de la esquizofrenia y como afectan a

la estructura y funcion cerebral en la edad adulta %27,

La importancia del gen LIS1 en la esquizofrenia parece residir en su accion sobre la
migracion neuronal y sus efectos sobre las interneuronas GABAérgicas. Como se ha
mencionado la causa precisa de esta enfermedad sigue sin ser conocida en su
totalidad, estan involucrados tanto factores genéticos como ambientales y en los
estudios realizados en cerebros humanos post mortem se ha demostrado que en
pacientes con SZ existe una disminucién de interneuronas parvalbumina (PV) en la
corteza prefrontal medial (mPFC) y una reduccion de la enzima sintetizadora de
GABA, la acido glutamico descarboxilasa 67 (GADG67).

Ademas, se han observado cambios en otros subtipos de interneuronas
GABAérgicos como son calbindina (CB), somatostatina, neuropéptido Y en la
corteza prefrontal (PFC). Dado que la corteza prefrontal esta relacionada con una
variedad de funciones cognitivas, incluidos los procesos de atencion, la memoria de
trabajo, la flexibilidad en el comportamiento y la inhibicion, se cree que los déficits en
las interneuronas GABAérgicas en la PFC contribuyen a la interrupcién de funciones
cognitivas observadas en pacientes SZ #?,

Todo ello puede estar relacionado con un fallo funcional de los receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDA) involucrados tipicamente en la maduracion de las
interneuronas GABAérgicas (%24,

Se han utilizado ampliamente modelos animales farmacolégicos para imitar los
cambios conductuales y neuropatologicos de la esquizofrenia. De hecho, los
antagonistas de los receptores NMDA son el enfoque mas utilizado para generar la
sintomatologia de la SZ en modelos de ratones. El uso de farmacos como la

feniciclina (PCP), la cual genera por bloqueo de estos receptores sintomas
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psicoticos similares a los de la SZ como hiperactividad neuronal o disfuncion motora,

entre otros .

Ademas, se ha observado la induccion de la proteina c-Fos (marcador de actividad
neuronal) por PCP en ciertas regiones del cortex cerebral y el hipocampo, (estas
regiones se engloban dentro del sistema limbico). Esta induccidn puede
considerarse una relacion potencial entre el aumento de c-Fos y los efectos

psicoticos relacionados con los antagonistas de los receptores NMDA como la PCP
(26)

Ademas de estos modelos animales farmacolégicos, un estudio reciente
Garcia-Lopez et al. (2021), propone que la alteracién del gen Lis1 podria causar
anomalias corticales asociadas con la fisiopatologia de la esquizofrenia. En estos
estudios con ratones mutantes Lis1/sLis1 observaron una reduccion de la expresion
de la enzima sintetizadora de GABA &acido glutamico descarboxilasa 67 (GADG7) en
el hipocampo y el area cingulada anterior, asi como una reduccion de la expresion
de células parvalbuminas en la corteza cingulada anterior en mutantes Lis1/sLis1 en
comparaciéon con ratones control. Ademas observaron un aumento de la expresion
de la proteina c-Fos (indicativa de actividad neuronal) en ratones Lis1/sLis1 en las
cortezas prefrontal medial (mPFC), perirrinal (PERI), entorrinal (ENT), ectorrinal
(ECT) e hipocampo en comparacion con ratones de control.

Esa relacion implicaria que la mutacion en el gen Lis1 podria ser un factor
predisponente para la enfermedad.

Los resultados obtenidos en este estudio previo se utilizan en este trabajo como

antesala y base del estudio experimental de la actividad neuronal del DG @7

2.3 El Giro Dentado

Por ultimo en esta introduccién, mencionaremos la regién del hipocampo conocida
como giro dentado (DG) que es el foco de atencion del estudio experimental,
centrandonos en la division del DG que crea un eje transversal y delimita dos
laminas: la lamina supra-piramidal (DGsp) y la lamina infra-piramidal (DGip). Aunque

ambas presentan un aspecto histolégico similar, tienen diferencias en su estructura,
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conectividad y proyeccién que pueden influir en la actividad de las células que las
componen, por ello nos centraremos en evaluar las posibles diferencias entre estas

dos laminas del DG y cémo pueden influir en la actividad neuronal.

2.3.1 Localizacion neuroanatémica y funcionalidad

El hipocampo es una estructura crucial para la memoria, el aprendizaje y la
codificacion espacial, ademas, es clave para la regulacién emocional. Esta formado
por tres capas de células nerviosas y esta dividido en varios subcampos; el cornu
ammonis (CA) y el giro dentado (DG).

Se pueden diferenciar cuatro subregiones distintas, CA1, CA2, CA3 y DG. EI CA
principalmente esta compuesto por células piramidales y el DG presenta variedad de

tipos neuronales sin una predominancia clara de un tipo en particular 829,

El DG se encuentra justo en la entrada del hipocampo, corresponde a una banda
aserrada de sustancia gris dentro del archicortex (la regidon mas antigua
filogenéticamente), se halla por debajo del borde medial del hipocampo y en su
profundidad (29,30). Se extiende desde los nucleos septales rostralmente hasta la
corteza temporal caudalmente y a este eje largo se le denomina eje septotemporal.
El DG tiene una estructura en forma de "V’ a medida que nos acercamos
septalmente y en forma de “U” ventralmente. El eje perpendicular al septotemporal
es llamado eje transversal. Si nos fijamos en la region CA3 del hipocampo podemos
dividir el DG en dos laminas denominadas lamina infra-piramidal (DGip) (englobada
por debajo de CA3) y lamina supra-piramidal (DGsp) (por encima de CA3) y la
regidon que une ambas laminas denominada cresta y se encontraria justo en el
vértice de la “V” o la “U”. De este modo la laminas DGip y DGsp estarian separadas

por el eje transversal (Figura 3).

C Suprapyramidal

Crest ; 5
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Infrapyramidal
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Figura 3. La imagen de la izquierda es una representacion esquematica del giro
dentado en la que se muestra la posicion de las laminas supra- e infra-piramidal asi
como de la cresta (region que une las dos hojas en el vértice) en la formacion
hipocampal de la rata. La prolongacion posterior y superior recibe el nombre de giro
fasciolar y es el area de ftransicion entre el DG y el indusium griseum. En la
ilustracion también se puede observar la region hipocampica CA3. La imagen de la
derecha es un dibujo lineal donde se puede ver la principal organizacion regional y
laminar del DG. El DG se divide en varias capas; una capa molecular (ml), una capa
granular (gcl), y una capa polimoérfica (pl). La formacion hipocampica se divide a su
vez en los subcampos CA1, CA2 y CA3 cada uno con sus diversos tipos celulares.
Por ultimo el resto del hipocampo se divide en el subiculo (sub), presubiculo (pre),
parasubiculo (para) y Corteza Entorrinal (EC). Las capas de las estructuras del
hipocampo nombradas en dultimo Ilugar se enumeran en numeros romanos.

Iméagenes adaptadas de Amaral et al. 2007 .

El DG actia como una especie de preprocesador de la informacién entrante,
preparando la informacién para su posterior procesamiento en la regién CA3 del
hipocampo, esto incluye convertir la entrada de la corteza entorrinal, que es
relativamente poco especifica en términos de campo espacial, en una actividad
celular mas especifica hacia la region CA3. El DG produce un esquema de
codificacion muy escaso, en el que solo una pequefia fraccidbn de neuronas esta

activa en cualquier momento dado.

El DG juega un papel esencial en la memoria, especialmente en la generacion de
recuerdos episodicos, que son aquellos recuerdos de eventos especificos que se
generan en un momento o lugar determinados, también se cree que juega un papel
en la memoria espacial, ayudando a las personas a navegar y a reconocer
ambientes similares asi como en la integracidon de emociones suscitadas por la
experiencia.

En estudios con animales que habian sufrido lesiones en el DG se hallaron
problemas de la memoria, ademas en personas con enfermedades como el

alzheimer y otras formas de demencia se observd una degeneracién del DG con
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problemas en la memoria y la orientacion espacial, estos hallazgos nos indican que

el DG es esencial en la integracion y la recuperacion de la memoria ¢,

En recientes descubrimientos en cuanto a la capacidad del DG en la neurogénesis
adulta indica que esta posible adaptacion evolutiva esta involucrada en la funcion de
separacion de patrones, ya que la plasticidad le permite poder separar estimulos
muy similares en estimulos menos semejantes con el fin de mejorar la capacidad de
memoria episddica y espacial. EI DG colabora en la integracion, depésito y
recuperacion de memoria y actuaria en un papel de instructor “no supervisado” (ya

que no recibe aferencias de hipocampo) 293132,

2.3.2 Tipos celulares y conectividad

El DG posee 3 capas: La capa molecular compuesta principalmente por las
dendritas de las células granulares dentadas, la capa de células granulares y la capa
polimérfica en la que residen varios tipos celulares, aunque la mas destacada es la
célula musgosa.

La principal capa celular es la capa de células granulares, donde podemos encontrar
este tipo de células, aunque no exclusivamente. A menudo se pueden hallar los
cuerpos celulares de la célula en cesta piramidal dentada dentro de la capa celular
limitando con la capa polimorfica. La capa granular se compone principalmente de
células densamente empaquetadas, son una importante excepcion dentro de las
neuronas del SNC ya que conserva su capacidad de neurogénesis en la edad
adulta, estas neuronas presentan un axén amielinico que genera las denominadas
fibras musgosas cuyo enlace se halla exclusivamente en las células piramidales del
hipocampo en CA3 y cuya inervacion es la principal entrada de fibras musgosas en
el hipocampo. En cuanto a sus dendritas apicales espinosas que forman un cono
caracteristico sus ramificaciones distales terminan en la fisura del hipocampo o en la

superficie ventricular 9.

Los diferentes tipos celulares asi como sus conexiones dentro del DG y con el

hipocampo se detallan a continuacion brevemente.
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Las principales células que componen el DG son; la célula granular dentada, la
célula en cesta piramidal dentada y la célula musgosa, también podemos encontrar

otros tipos de neuronas a menudo polimérficas como la célula hiliar (Figura 4).

Gélula granular Célula piramidal TP
dentada en canasta g

Figura 4. llustracion esquematica de los tipos celulares presentes en el DG. Se

puede observar en negro la célula granular dentada; las dentritas apicales se
extienden a través de la capa de los granos para ramificarse extensamente en la
capa molecular subgranular, dendritas basales tipicamente inexistentes. Los axones
de dichas células son las denominadas fibras musgosas y se extienden hasta llegar
a la region CA3. En azul se puede observar la célula piramidal en cesta;
interneurona inhibitoria GABAérgica mas caracteristica del DG. En magenta
encontramos la célula musgosa con dendritas gruesas que se originan en el cuerpo
celular y recorren grandes distancias a traveés de la capa polimorfica. Por dltimo, en
verde, se puede observar la célula hiliar, interneurona multipolar presente en el DG.
Figura adaptada de Amaral 2007 .

El DG tiene un marcado papel en la capacidad de memoria en el ser humano, ejerce
de enlace entre la corteza entorrinal y el resto de la estructura hipocampica, estos
caminos de entrada de la informacion reciben el nombre de aferencias siendo la via
perforante la principal ruta de entrada al DG. Los enlaces con la corteza entorrinal
son unidireccionales transmitiéndose la informacion hacia otras estructuras

corticales como CA1 y CA3 que devolveran las informacioén a la corteza entorrinal
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cerrando asi el circulo. Aunque el circuito clasico seria la transmision de la
informacion de la corteza entorrinal al DG y seguidamente al CA3 y CA1, las rutas
de transmision neuronal en las que esta involucrado el DG presentan cierta
complejidad en este circuito incluyendo proyecciones de la corteza entorrinal lateral
(LEC) y la corteza entorrinal medial (MEC) directamente a CA3 y CA1 y
retroproyecciones de CA3 a DG (Figura 5) ©%.

Células

e Interneurona
MUsgosas
.............. = Girodentado
"' D inl)m: NUSEOSEs
o — >l Az | )

n Covaterazs do Schatfer

- Sonal cxvitatoriz

- sanialinhibitodia

Figura 5. Esquema en el que se pueden observar los circuitos en el hipocampo
adulto. Via tradicional trisinaptica excitatoria (CE-DG-CA3-CA1-CE) descrita por las
flechas de colores: Lineas azules describen la via perforante (VP), (Neuronas de la
CE proyectan hacia el DG a través de la VP incluyendo la via perforante lateral
(VPL), Linea naranja via de fibras musgosas (DG envia proyecciones a las células
piramidales de CA3 a través de las fibras musgosas; Linea verde colaterales de
Schaffer (Las neuronas piramidales de CA3 descargan la informacion a las neuronas
piramidales de CA1 a través de los colaterales de Schaffer); Linea roja describe las
proyecciones de CA a CE. Ademas, CA3 recibe proyecciones directas de la capa Il
de la corteza entorrinal (VP), CA1 recibe informacion directamente desde la capa Il
de la CE (Via temporoammonica), y a su vez las células del DG proyectan a las

células musgosas del hilus e interneuronas hilares que envian proyecciones
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excitatorias e Inhibitorias respectivamente, hacia las neuronas granulares.
Abreviaturas: CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; VP: Via perforante. Figura
adaptada Amaral et al. 2007 .

2.3.3 Diferencias entre las laminas DGsp y DGip

Pese a que clasicamente la regién del DG se consideraba una estructura
homogénea, estudios en los que se ha observado el DG dividiéndolo a través del eje
transversal han demostrado que existen diferencias entre estas dos laminas del DG
desde la génesis embrionaria, incluyendo diferencias a nivel morfologico, celular, de
proliferacion y de conectividad y funcion que podrian explicar los mecanismos
involucrados en las funciones de generacidén de recuerdos, la memoria episédica y
espacial, asi como su implicacion en los trastornos neurolégicos.

A nivel anatdomico diversos estudios han demostrado que la cantidad de ciertos tipos

celulares asi como su inervacion en el DG es dispar entre ambas laminas;

Amaral et al. (2007) observé que las células Parvalbumina positivas (PV+) del hilio
se presentan en diferente proporcion con respecto a las células granulares entre las
laminas DGsp y DGip, dichas neuronas GABAérgicas PV+ inervan las células
granulares por medio de su axén, inhibiéndolas 3%, Por otra parte, la proporcion de
células granulares con respecto a las células en cesta piramidal es sensiblemente
mayor en la hoja infra-piramidal tanto en la regién ventral como en la dorsal de
DGsp, en el caso de las interneuronas calretinina positivas (CR+) también se
presentan en mayor proporcion en la hoja supra-piramidal ©°.

Las células granulares actuan como integradores de la informacién aferente y es
necesario tener en cuenta sus caracteristicas fisiolégicas para evaluar su papel en la

codificacion y el procesamiento de la informacion 9.

Cabe destacar que en diversos estudios en los que se ha observado la inervacion
GABAérgica y los arboles dendriticos se ha comprobado una mayor red de espinas
dendriticas con aumento de su cantidad y longitud en la lamina supra-piramidal, asi
como del numero de neuronas inhibitorias eferentes hacia las células granulares de

dicha lamina (Figura 6) ©7),
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Las células granulares reciben casi la totalidad de impulsos excitatorios a través de
esos arboles dendriticos, por consiguiente, su numero y longitud indican el numero
aproximado de sinapsis excitatorias de todas las fuentes y las caracteristicas de
dichas conexiones en estas neuronas. Actuan como integradoras de la informacion
aferente y es necesario tener en cuenta sus caracteristicas fisiolégicas para evaluar

su papel en la codificacion y el procesamiento de la informacion.
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Figura 6. Ambas imagenes muestran la cuantificacion de células granulares en el
DG de ratas (a) y ratones (b). Se observa un aumento en el material dendritico en
DGsp en relacion con el DGip en el MML (es decir, el tercio medio) de ratas y
ratones, y también en el OML (el tercio externo) de ratones. Figura adaptada de
Gallitano et al, 2016 9.

En cuanto a la proliferacion en ambas regiones del DG; Angevine (1965) demostro
que la estructuracion y maduraciéon de las células granulares comienza en la lamina
DGsp para después continuar en DGip, estableciendo de este modo un gradiente
morfogénico de DGsp a DGip, esto indica que la neurogénesis podria ser mas activa
en la region DGsp, principalmente en la edad temprana y adolescencia, generando
un rendimiento cognitivo mayor en esta regidén en animales jovenes ¥, las células
apoptdticas también se encuentran mayoritariamente en DGsp y se ha demostrado
que exposiciones al estrés cronico producen una menor supervivencia de las células
neuronales nacidas en edad adulta asi como una disminucion de las neuronas
granulares proliferantes en la lamina supra-piramidal “9.

Otros estudios no dejan claro estos resultados e incluso presentan resultados

opuestos describiendo una mayor proliferacion celular y supervivencia en el DGip
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generando contradicciones que invitan a un estudio mas exhaustivo de las
caracteristicas de las laminas DGsp y DGip, muchos de estos estudios se centran
en la divisién dorsolateral del DG no haciendo hincapié en la division transversal del
DG @Y.

Ribak y Peterson (1991) demostraron que las neuronas inhibitorias del DGsp estan
mas densamente inervadas por fibras musgosas en comparaciéon con las
inervaciones del DGip, ademas dichas fibras musgosas recorren rutas diferentes a
través de los estratos del DG, en el DGsp estas fibras atraviesan directamente el
estrato radiado llegando a la parte distal del estrato lucido, por su parte las fibras
musgosas que parten del DGip atraviesan el hilio y entran en contacto con CA3,

estas inervaciones se han visto en estudios con ratas “243),

En cuanto a las aferencias del DG, aunque ambas laminas reciben impulsos de
varias regiones subcorticales, incluido el nucleo septal, supramamilar, locus
coeruleus y el nucleo de rafe, el DGsp recibe el doble de aferencias del nucleo
supramamilar “4, en estudios realizados en ratones y ratas en estas regiones del
DG se ha visto que las proyecciones entorrinales activan mas rapidamente DGsp en
respuesta a un estimulo, esto se ha visto también en estudios con marcadores de
activacion génica temprana inmediata (IEG) (como Arc y zif268), estos genes se
activan como respuesta a diversos estimulos neuronales y se relacionan con el
procesamiento de la informacion y la plasticidad sinaptica, en estos experimentos se
observé que las células del DGsp tenian una mayor actividad que las del DGip ©2).

Se cree que existe un mecanismo recurrente que permite competir entre ambas
laminas en respuesta a la estimulacion aunque las aferencias comparando ambos
animales presentan diferencias significativas, mostrando una mayor actividad en el
ratdn no solo en las tareas espaciales sino también durante las tareas no espaciales

dependientes del hipocampo.

El papel que desempefia el DG en la separacion de patrones hace que el registro de

la actividad neuronal que lo componen sea un desafio, gracias al uso de marcadores
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IEG se puede desgranar el esa actividad y por consiguiente como se distribuye el

procesamiento intrinseco de la informacion ¢2),

En los experimentos en los que se analizé la expresion de los genes IEG (zif268 y
Arc) en ratas y en los que se les expuso a entornos diferentes, tanto espaciales
como locales, se observaron que la expresion de estos genes en las células
granulares era similar independientemente del entorno al que estuvieron expuestas,
ademas presentaron niveles similares entre ambos genes en la lamina DGip, es de
suponer al evaluar estos resultados que las diferencias en la actividad neuronal de
las regiones del DG se deben a una actividad neuronal general y no exclusivamente

a un IEG exclusivo “9,

En el estudio de las diferencias entre DGsp y DGip en la actividad celular, este
trabajo se centra en la expresion del proto-oncogen c-Fos y la implicacién de la
actividad asimétrica de las laminas del DG en las enfermedades neuronales, por lo
que seguidamente se van a detallar los hallazgos correspondientes a este marcador

celular

Se han observado diferencias en la expresion de c-Fos entre las laminas en la
exposicion de modelos de raton al estrés, observandose un aumento de células
c-Fos+ en la lamina DGsp y una disminucion de las mismas en DGip “®. En
consonancia con estos resultados, las pruebas de laberinto espacial realizadas por
Snyder et al (2009) se descubrié una mayor densidad de neuronas positivas c-Fos
en DGsp en comparacion con DGip. La regién DGsp recibe un mayor numero de
aferencias desde la corteza entorrinal medial, la cual, transporta la informacion
espacial hacia el DG y concuerda con los resultados obtenidos en dichos
experimentos y es de esperar que se active la region del DGsp primordialmente ante

ciertos estimulos.

Las heterogeneidades descritas en este apartado se podrian traducir en diferencias
en los perfiles de plasticidad en las conexiones neuronales, estas alteraciones
sinapticas que se producen desde la maduracion embrionaria y continuando con la
neurogénesis adulta podrian alterar de forma concomitante y diferencial las

propiedades neuronales intrinsecas “’=9, participando en las procesos de memoria
19


https://paperpile.com/c/veHStw/8hb0
https://paperpile.com/c/veHStw/tWqoW
https://paperpile.com/c/veHStw/KMnB
https://paperpile.com/c/veHStw/6v79C+20rY7+0muPp

en los que esta implicado el DG: mediando en el reclutamiento de células
especificas en la formacion de la memoria y en la eficacia de la recuperacion de la

memoria asi como facilitando la separacion de patrones 0",

Por ultimo en este apartado de diferencias entre las laminas del DG se van a
mencionar las relaciones entre la actividad neuronal de dichas laminas y la
exposicion al estrés, asi como algunas diferencias encontradas frente a

exposiciones farmacoldgicas extraidas de diversos articulos.

Como se ha mencionado anteriormente se han encontrado perfiles de supervivencia
distintos entre las células del DGsp y DGip. Dichos estudios mostraron una
disminucion general en la generacion de células neurales nacidas en adultos tras la
exposicion de los modelos al estrés asi como, mas especificamente, en la
supervivencia de las neuronas nacidas en adultos en DGsp, el estrés cronico se
dirige a la neurogénesis del adulto preferentemente en DGsp de la rata, afectando a
la distribucion de las células progenitoras en proliferaciéon en estas subregiones del
DG ©2),

Los diversos microambientes de ambas subregiones podrian favorecer la
supervivencia de las células adultas del DGsp frente a DGip. La proliferacion celular
observada parecia similar en todas las regiones pero impacté de forma notable la
supervivencia de células nacidas en adultos del DGsp. Estos resultados estan en
consonancia con hallazgos previos en la activacion de c-Fos de las neuronas

granulares del DGsp después del estrés de restriccidon “°).

En contraste con el patron de actividad impulsado por DGsp, la activacion de DGip

parece estar mas relacionada con diversas patologias

Scharfman et al. (2002) revelé diferencias después del estado epiléptico y
convulsiones recurrentes, en un modelo de estado epiléptico inducido por
pilocarpina, se observé que las convulsiones provocaron respuestas debido a la
estimulacién mayores en DGip, en relacién a DGsp. Los estimulos podian provocar
descargas explosivas en las células granulares de DGip pero no aparecian en
DGsp, esto sugiri6 una mayores excitabilidad de las neuronas del GDip en

respuestas a descargas eléctricas por convulsiones recurrentes ¢,
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En otros modelos de epilepsia se utilizé el acido kainico, se realizd una estimulacion
eléctrica de baja intensidad en el DGip y provocando también un episodio epileptico
de latencia corta en células del DGsp, pero sin respuesta en las ratas no epilépticas
(no tratadas con acido kainico). Estos estudios confirman que el DGsp de las ratas
epilépticas es mas excitable que el de las ratas control, las situaciones de estrés y
de epilepsia afectan de forma diferencial a las capas DGsp y DGip. El estrés afecta
a la proliferacion y supervivencia de las células del DGsp, estas células son
actividades preferencialmente y ello produce déficits en la codificacion de recuerdos
y relaciones sociales afectando también a la excitabilidad de las células granulares

de la capa DGsp 459

3. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Un estudio reciente de Garcia-Lépez et al. (2021) en el que se analizé como el gen
Lis1 podria causar déficits asociados con la fisiopatologia de la esquizofrenia
utilizando el modelo murino Lis1/sLis1, que implica la eliminacion del primer exén
codificante del gen Lis1 observaron una disminucién de las subpoblaciones
GABAérgicas en el hipocampo y en el cingulo anterior (ACA) en ratones mutantes
Lis1/sLis1 en comparacion con ratones control. Se analizé la inmunohistoquimica de
la proteina c-Fos para evaluar la actividad neuronal en diferentes areas del cerebro
hallandose un mayor numero de células positivas para c-Fos en en mPFC,
hipocampo y otras areas corticales en ratones mutantes Lis1/sLis1 que habian sido

expuestos a los mismos estimulos ambientales que los animales control 7).

Estos resultados indican que las variaciones genéticas del gen Lis1 podrian causar
cambios asociados a ciertos endofenotipos de la SZ.

Los resultados obtenidos en estos analisis comparan de forma exhaustiva diversos
mecanismos subyacentes a la SZ relacionados con el modelo murino mutante
Lis/sLis1, por contraste y con el fin de no abarcar un area de conocimiento tan
extensa y cuyo anadlisis superaria ampliamente la longitud de este trabajo nos
centraremos Unicamente en la expresion de c-Fos en la region cortical DG y sus

laminas DGsp y DGip.
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En el trabajo de Garcia-Lépez et al. (2021) se observaron un aumento significativo
de las células c-Fos+ en la capa de células granulares del DG y en la capa de
células piramidales de CA1-CA3, también se observd un patron de expresion de
c-Fos diferente entre las dos laminas del DG en ratones control en contraste con los

ratones mutantes Lis7/sLis1.

Dicho estudio sugiere que la alteracion de la expresion de c-Fos en las células
granulares del DG podria interrumpir los patrones de actividad en los circuitos del
DG vy, posteriormente provocar alteraciones cognitivas debido a las diferencias de

excitabilidad dependientes de la lamina DGsp del DG.

En base a estos nuevos hallazgos y teniendo en cuenta que el aumento de células
c-Fos+ ha sido observado en cerebros postmortem de pacientes esquizofrénicos y
en modelos murinos con fenotipos similares a la SZ %557, se plante¢ el analisis de la
expresion de c-Fos en las laminas DGsp y DGip del DG en ratones control WT y
mutantes Lis1/sLis1.

Este estudio y los estudios previos realizados en ratones en colaboracién con el
instituto de investigacion sanitaria de la Universitat de Valéncia, liderado por el Dr.
Rafael Tabarés Seisdedos y los hallazgos obtenidos son una pieza clave para
conocer mejor las enfermedades neuroldgicas y los factores implicados en la
predisposicion a desarrollarlas con el fin de anticipar en la medida de lo posible la

prevencion de las mismas.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales
La cepa de Lis1/sLis1 se mantuvo en fondo genético ICR. La totalidad de los
ensayos que se realizaron en el laboratorio con animales de experimentacién se
realizaron conforme a las leyes espafiolas y de la union europea sobre el cuidado en
animales de experimentacion (Directiva del Consejo 86/609/CEE) y aprobados por el

Comité de Experimentacion Animal de la universidad Miguel Hernandez de Elche.
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Se realiz6 la preparacidén de cerebros adultos (P60) anestesiando a los ratones con
isoflurano (Zoetis, Reino Unido) que inmediatamente después, fueron perfundidos a
través del ventriculo izquierdo del corazén con solucidn salina tamponada con
fosfato (PBS) y seguidamente se les inyectd paraformaldehido (PFA) al 4 % en
solucién tamponada con fosfato 0,1 M, solucion salina (PBS, pH 7,4). A
continuacion, se procedio a la extraccion de los cerebros y se post fijaron durante la

noche a 4 ° C en el mismo fijador.

Durante esta fase del experimento mis funciones se redujeron a la observacién de
los procedimientos ya que no poseo la cualificacion para manejar los animales de

experimentacion.

4.2 Tinciéon inmunohistoquimica

Los animales se procesaron para tincidon inmunohistoquimica para analizar el

numero de neuronas que expresan c-Fos en el hipocampo.

Los cerebros se crioprotegieron sumergiendolos en soluciones de sacarosa de
concentracion ascendente: 10%, 20% y 30% a 4°C en PBS. A continuacion, los
cerebros se congelaron y se cortaron secciones coronales de 40um de espesor
mediante el uso de un criostato (HM525, Microm/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EEUU). Los cortes se incubaron con peréxido de hidrogeno al 0.09% durante 30
minutos y luego se lavaron con una solucién tampdn de fosfato que contenia Tritdn
X-100 al 0.075% (PBT). Seguidamente, se incubo el tejido con suero de cabra (10%)
durante 1 hora para evitar la union inespecifica al antigeno. Posteriormente, se
incubaron las secciones durante una noche a 4°C con el anticuerpo primarios
diluidos en EnVision FLEX Antibody Diluent (anti-cFOS rabbit polyclonal IgG 1:400;
Calbiochem). Al dia siguiente, las secciones se lavaron con PBT y se incubaron con
el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit IgG 1:300; BA-9200/Vector) durante una
hora. Tras varios lavados con PBT, las secciones se incubaron con Avidin-Biotin
Complex durante 1 hora. Esto se hizo para mejorar la deteccién del antigeno

especifico y aumentar la sefal. Posteriormente, se realizé una tincién colorimétrica
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utilizando 3,39-diaminobencidina al 1%, sulfato de niquel y amonio al 0.025%
hexahidratado y H202 al 0.0018% en PBS.

Por ultimo las secciones fueron deshidratadas y montadas con Eukitt para ponerles

el cubreobjetos.

4.3 Microscopia y Analisis Estadistico

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio 6ptico (Leica CTR 6000),
dichas imagenes fueron el objeto de estudio para la realizacion de los recuentos de
células inmunopositivas. Para cuantificar el numero de células, se contaron cuatro
secciones por animal y se utilizé el software Image-J para el conteo de células. El
dato utilizado para el analisis estadistico fue la media de las cuatro secciones

contadas.

Nos enfocamos en la region del hipocampo, en concreto el DG, en los hemisferios
derecho e izquierdo utilizando al menos cuatro secciones diferentes de cada
hemisferio. Para identificar la region, se utilizé el Allen Brain Atlas como guia. En
cada seccidén se conté el numero de células inmunopositivas dentro de un area
especifica. EI promedio de estos valores en las diferentes secciones de cada
cerebro fue lo que se utilizé para el andlisis estadistico. En todos los casos, los
datos se expresan como la media + error estandar de la media (SE). Las diferencias
estadisticas entre los ratones Lis1/sLis1 y los compaferos de camada de control se
determinaron usando la prueba t de Student. Cuando los datos no pasaron el test de
igualdad de la varianza o el test de normalidad, se usé la prueba no paramétrica
Mann-Whiney. Para realizar el analisis estadistico se utilizé el software Sigma Plot.
Un valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo. Los niveles de

significacion se establecieron en: * p < 0,05, ** p < 0,01 y *¥k p < 0,001).
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5. RESULTADOS

5.1 Expresion c-Fos en Lis1/sLis1 en comparacion con control

Realizamos un estudio para evaluar el numero de neuronas activas en el giro
dentado (DG) de ratones mutantes Lis1/sLis1 y control, expuestos a los mismos
estimulos ambientales.

Las proteinas codificadas por genes de expresion inmediata temprana, como c-Fos,
se consideran marcadores de la actividad neuronal en la region del sistema nervioso
central, por lo tanto, el uso de la inmunohistoquimica de c-Fos permite identificar y
marcar las neuronas que han sido activadas polisinapticamente en una determinada

region del sistema nervioso y mapear las vias funcionales en esa area ©9,

Para llevar a cabo este estudio, se contaron las células positivas para c-Fos en el
DG de ratones jovenes adultos (P60) utilizando el software Image-J. Se analizaron
ocho hemisferios cerebrales, cuatro de ratones control y cuatro de ratones mutantes,
y se analizaron cuatro secciones del DG para cada hemisferio. Cuantificamos el
namero total de células c-Fos+ en la capa granular del DG y encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los ratones mutantes y los control

en cuanto al numero de células que expresan c-Fos (Figura 7).
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Figura 7. La imagen de la izquierda corresponde a la inmunohistoquimica contra
c-Fos en el DG de un caso control, mientras que la imagen de la derecha al DG de

un caso mutante Lis1/sLis1. La region del giro dentado se puede ver en la figura
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delimitada por flechas, donde se observan diferencias en la expresion de la proteina

c-Fos entre el caso control y el mutante.

Los resultados del estudio mostraron que habia un mayor numero de células c-Fos+
en el giro dentado (DG) de los ratones mutantes Lis7/sLis1 en comparacion con el

grupo control (Figura 8).
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Figura 8. Estudio de proliferacion de c-Fos en el giro dentado en ratones control y
mutantes Lis1/sLis1 en P60. Grafico de barras que muestra el nimero promedio *
SE cuantificado en diferentes secciones de los casos estudiados. La diferencia en el
numero de células c-Fos+ en el DG de ratones control y mutantes es
estadisticamente significativa (n=4 para cada grupo; promedio de células c-Fos+ en
el DG = SE: controles; 156,75 + 9,63, Lis1/sLis1; 434,25 + 70,78). Un asterisco (*)

indica un resultado de p <0,05.

Los ratones mutantes mostraron un mayor numero de células expresando c-Fos en

la capa granular del DG, mostrando asi una mayor actividad neuronal.
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5.2 Expresion de c-Fos entre las laminas DGsp y DGip

Posteriormente al resultado positivo del analisis previo, llevamos a cabo un analisis
cuantitativo para evaluar si existian diferencias en el numero de células que
expresan c-Fos entre las laminas DGsp y DGip del DG. Siguiendo el eje transversal
desde la region de CA3 hasta el vértice de la capa granular del DG, dividimos dicha
capa en la lamina infra-piramidal (DGip), englobada por debajo de CAS3, y lamina
supra-piramidal (DGsp), por encima de CA3 (Figura 9).

Realizamos el recuento de ambas zonas por separado para comparar el numero de
células c-Fos+ presentes en cada una de ellas. Con este analisis, determinamos si

habia diferencias en la actividad neuronal entre las dos laminas del DG.

ol

b AT B

Figura 9. La imagen de la izquierda corresponde a una inmunohistoquimica contra
c-Fos en el DG de un caso control y la imagen de la derecha corresponde a un caso
mutante Lis1/sLis1..En ambas fotografias se pueden observar las laminas

supra-piramidal (DGsp) e infra-piramidal (DGip) separadas por una linea transversal.

Los resultados del estudio revelaron diferencias significativas entre el grupo control y
el grupo mutante Lis1/sLis1 en la expresion de c-Fos en las laminas del giro
dentado. En concreto, se observd un aumento en el numero de las células que
expresan c-Fos en el mutante Lis1/sLis1 en comparacién con el control tanto en la
lamina supra-piramidal como en la lamina infra-piramidal. Ademas, los datos
sugieren un mayor aumento de la expresion de c-Fos en la lamina infra-piramidal del

mutante Lis1/sLis1. Estos hallazgos indican que hay diferencias en la actividad
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neuronal entre el grupo control y el mutante Lis1/sLis1 en ambas laminas del giro

dentado, siendo mas evidentes en la lamina infra-piramidal (Figura 10).

Células cFos+

200

Suprapiramidal Infrapiramidal
Control M Lis1/sLisl

Figura 10. Estudio de proliferacion de la proteina c-Fos en ratones control y
mutantes Lis1/sLis1 en P60. Grafico de barras que muestra el nimero promedio *
SE de células c-Fos+ cuantificado en diferentes secciones de los dos casos
estudiados: control y mutante. Las diferencias son estadisticamente significativas en
la lamina suprapiramidal e infrapiramidal (n=4 para cada grupo, promedio de células
C-Fos+ en la lamina DGsp del DG + SE: controles; 135.5 £+ 10.20; Lis1/sLis1;
263,75 + 22.64;, promedio de células c-Fos+ en la lamina DGip del DG + SE:
controles; 21.25 + 0.63 , Lis1/sLis1; 170.5 £ 52.31). Un asterisco (*) indica un

resultado de p <0,05 y dos asteriscos indican un resultado de la prueba p <0,01.
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5.3 Porcentaje de incremento de la expresion de c-Fos entre las laminas DGsp

y DGip de ratones control y Lis1/sLis1.

El experimento anterior mostré un aumento en el numero de células c-Fos+ en el
mutante Lis1/sLis1 en las dos capas de DG. Sin embargo, el analisis en el
microscopio de las secciones inmunotenidas para c-Fos también sugeria que dicho
aumento era mayor en la lamina DGip en el mutante Lis1/sLis1. Para cuantificar esta
observacion analizamos el porcentaje de incremento en cada una de las capas en el
mutante Lis1/sLis1 y las comparamos entre ellas. El porcentaje de incremento de
c-Fos resulté ser mucho mayor en la lamina DGip siendo un poco mas del 700%
mientras que el incremento en la lamina DGsp resulté ser cerca del 100%. (Figura
1).

% de incremento de la expresiéon de cFOS

1200

® %

1000

800 -

600 -

% incremento

400 -

200 -

Capa suprapiramidal Capa infrapiramidal

Figura 11. Estudio del porcentaje de incremento de la expresion de la proteina c-Fos
entre las laminas DGsp y DGip del DG. Grafico de barras que muestra el numero

promedio = SE de células c-Fos+ cuantificado en diferentes secciones de los dos
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casos estudiados: control y mutante. La capa infrapiramidal mostr6 un aumento
estadisticamente significativo mayor que la capa suprapiramidal (n=4 para cada
grupo; % de incremento de c-Fos en DGsp comparando ratones control con ratones
Lis1/sLis1: 95,74 + 13,87; % de incremento de c-Fos en DGip comparando ratones
control con ratones Lis1/sLis1: 708,22 + 251,36.Un asterisco (*¥) indica un resultado

de p <0,05 y dos asteriscos indican un resultado de la prueba p <0,01.

El analisis estadistico confirmd que este aumento de células expresando c-Fos era
significativamente mayor en DGip comparado con DGsp. Estos resultados indican
que existe una mayor alteracion de la actividad neuronal en DGip que en DGsp en
los ratones mutantes Lis1/sLis1 aunque en ambas laminas hay un aumento de la

actividad neuronal.

6. DISCUSION

A partir de la década de 1990 la proteina c-Fos ha sido utilizada como marcador de
actividad transcripcional, asi mismo, utilizando la inmunohistoquimica de c-Fos

podemos obtener el marcaje de neuronas estimuladas ©?.

Estudios previos usando modelos de raton farmacologicos para el estudio de la SZ,
se demostrd que la fenciclidina (PCP) y algunos farmacos que presentaban relacion
con esta aumentaron los niveles de expresion de c-Fos en la regidén del hipocampo,
asi como en otras areas corticales (59,60). Estos estudios mostraron que la
induccion de la expresion de c-Fos ocurria en interneuronas GADG7+,
especificamente en el hipocampo, en la corteza retrosplenial, amigdala y corteza

somatosensorial.

Recientes estudios realizados con el mutante de raton Lis1/sLis1, Garcia-Lopez et
al. (2021) han mostrado una clara alteracion del sistema GABAérgico que podria
estar afectando al equilibrio excitacidon-inhibicibn en varias areas corticales,

incluyendo el hipocampo. En dicho trabajo analizaron la expresion de c-Fos para
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comparar el grado de activacién de diferentes regiones del cerebro en los ratones
mutantes Lis7/sLis1. En dicho estudio observaron un aumento de la actividad
neuronal en los ratones mutantes Lis1/sLis1 en las mismas areas donde el niumero
de interneuronas habia disminuido. De hecho, observaron un aumento significativo
de c-FOS en el hipocampo. La activacion y expresion ectépica de c-Fos ha sido

propuesto como un factor clave responsable para los sintomas en la SZ.

Los estudios previos muestran gradientes supra-piramidales e infra-piramidales
demostrando que el DG no presenta una funcionalidad tan homogénea como se
creia anteriormente. Las laminas DGsp y DGip muestran diferentes morfologias de
células granulares y tienen una actividad asimétrica, describiendose diferencias
neurogenéticas tanto en el eje longitudinal como a través del eje transversal ©.
Después de un estimulo, DGsp se activa mas rapidamente por las proyecciones
entorrinales que DGip. Se cree que la activacion de DGsp ocurre junto con la
inhibicion para permitir que la DGsp exceda DGip en respuesta a la estimulaciéon(62)
En consonancia, nuestros resultados muestran un mayor numero de células
inmunopositivas c-Fos en la lamina infrapiramidal del DG de los ratones mutantes
Lis1/sLis1 con respecto a los ratones control, haciendo equivalentes los niveles de
actividad entre ambas laminas, DGsp y DGip, en los ratones mutantes Lis1/sLis1,
nosotros mostramos que mientras las células granulares presentan diferentes
gradientes de activacion entre ambas laminas de los ratones control, estos
gradientes de activacion entre DGsp y DGip no estan presentes en el DG de ratones
mutantes Lis1/sLis1, lo que sugiere que puede haber una disfuncién en términos de

conectividad y memoria episddica.

Las diferencias anatémicas y funcionales entre las laminas DGsp y DGip son
necesarias para reconocer pequefas diferencias entre estimulos similares y
desarrollar ciertos tipos de memoria episddica, todo ello, puede estar involucrado en

el papel del DG en la separacion de patrones ©2).

Estos resultados sugieren que la alteracion de la expresion de c-Fos en las células

granulares del DG altera los patrones de activacion en los circuitos del DG y, como
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consecuencia , causa alteraciones cognitivas debido a las diferencias dependientes
de lamina en cuanto a la excitabilidad. El raton mutante Lis1/sLis1 podria ser un
modelo de gran relevancia en nuevos estudios de las diferencias funcionales de
cada lamina del DG en el desarrollo de la memoria episddica. Estas investigaciones
podrian llevar a poder considerar el modelo murino Lis1/sLis1 como nuevo modelo
de SZ.

7. CONCLUSIONES

La neuroanatomia particular del DG ha sido modelada por la evolucién para
desarrollar un papel preciso y unico en como se procesa la informacién en el
hipocampo. Tal es la importancia de esta regién, que algunas enfermedades
psiquiatricas como la esquizofrenia se han asociado con defectos en el
neurodesarrollo de las diferentes regiones del hipocampo incluyendo el DG y sus
subregiones DGsp y DGip.

Nuestros hallazgos proporcionan mas informacion sobre los efectos de la alteracion
de gen Lis1 (a través del modelo murino mutante denominado Lis1/sLis1) en la
génesis y neurodesarrollo de la regidon hipocampal del DG. Ademas, se ha visto que
la alteracion de este gen muestra defectos neuroldgicos y funcionales semejantes a

los vistos en pacientes con esquizofrenia.

Las conclusiones que podemos extraer de este trabajo son las siguientes:

1. La excitabilidad neuronal mediada por el marcador c-Fos se ve alterada en
los ratones mutantes Lis1/sLis1 con respecto a los ratones control en el DG,
observandose un aumento de la expresion de c-Fos en las laminas DGsp y
DGip.

2. La alteraciéon de la actividad neuronal en la region hipocampal del DG no es
homogénea presentando una diferente afectacion de las laminas DGsp y
DGip cuando se muta el gen Lis1.

3. Entre ambas laminas se observa un aumento mas pronunciado de la

excitabilidad mediada por c-Fos en la lamina infra-piramidal del Giro Dentado.
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La division anatomica y transversal del DG pone de manifiesto que las capas DGsp
y DGip del DG tienen caracteristicas morfolégicas y celulares, asi como de
proyecciones y conectividad, que las hacen unicas a nivel neuroanatdomico y les
confieren un papel funcional destacado en el desarrollo de enfermedades como la
esquizofrenia.

El estudio del del proto-oncogen c-Fos nos ha dado la oportunidad de observar las
heterogeneidades intrinsecas en la actividad del DG, proporcionandonos
informacion relevante y acercandonos al conocimiento de como se desarrollan y qué
mecanismos llevan a la aparicion de enfermedades como la esquizofrenia y que
relacidn tienen con las caracteristicas neurobiologicas del gen Lis1.

Precisamente, el desarrollo de este modelo murino con caracteristicas fisiologicas y
neuroanatdomicas similares a la esquizofrenia (Lis1/sLis1) abre una nueva via de
investigacion de las enfermedades psiquiatricas.

Finalmente, nuestros resultados abren la puerta a nuevas investigaciones que
permitan explicar cual es el significado funcional de esta mayor activacion del DG en
el ratdbn mutante Lis1/sLis1 asi como cuales son los mecanismos celulares y
moleculares del neurodesarrollo que conducen a tales alteraciones. La respuesta a
estas preguntas puede proporcionar nuevas herramientas para descubrir

tratamientos para las enfermedades psiquiatricas.
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