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Resum

El sistema circadia permet la coordinacié de les funcions vitals de I’organisme en relacié amb
I’entorn i es basa en I'expressid d’una serie de gens que comporten un rellotge molecular,
permetent que les cel-lules puguin actuar de manera independent. Aquests gens sén expressats
a regions del cervell com ara I’hipocamp, regulant les seves funcions principals: I'aprenentatge i
la memoria. Estudis previs han comprovat que aquestes funcions es troben intimament
relacionades amb la neurogénesi adulta, que consisteix en la generacidé de noves neurones a
partir de cél-lules progenitores. En aquest treball s’ha estudiat la regulacié circadiana de la
neurogenesi hipocampal en rates mascle adultes Sprague-Dawley, les quals han estat
sacrificades en unes hores determinades, que corresponen a la fase de llum (8 h-20 h) o a la fase
d’obscuritat (20 h-8 h). A partir d’'una immunohistoquimica basada en I'Gs del marcador
endogen Ki-67, s’"ha observat que la proliferacié cel-lular és significativament superior durant la
fase de foscor. Aixi doncs, aquest procés és major durant la nit subjectiva, que correspon al
periode actiu de les rates adultes. Aquests resultats, juntament amb altres estudis realitzats en
models animals knock-out pels gens del rellotge molecular i sobre alguns factors reguladors de
la neurogenesi, han permes obrir I’horitzé a I’estudi d’aspectes relacionats amb I’aprenentatge
i la memoria, a més de coneixer de manera més profunda algunes malalties tant importants en

|’actualitat com I’Alzheimer.

Abstract

The circadian system allows the coordination of the organism's vital functions in relation to the
environment. This system is based on the expression of a series of genes that involve a molecular
clock, allowing cells to act independently. These genes are expressed in some regions of the
brain such as hippocampus, regulating their main functions: learning and memory. Previous
studies have shown that these functions are closely related with adult neurogenesis, which
consists of the generation of new neurons from progenitor cells. In this report, the circadian
regulation of hippocampal neurogenesis in adult male Sprague-Dawley rats has been studied.
Rats were sacrificed within a given time, corresponding to the light phase (8 h—20 h) or the dark
phase (20 h-8 h). Via the realization of an immunohistochemistry based on the use of the Ki-67
endogen marker, cellular proliferation was observed to be significantly higher during the dark
phase. Thus, this process is greater during the subjective night, corresponding to the active
period of adult rats. These results, along with other studies conducted on knock-out animal
models for molecular clock genes and some regulatory factors of neurogenesis, have allowed
the opening of new horizons in the study of learning and memory-related aspects, as well as

increasing the knowledge about some important neural diseases such as Alzheimer.
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Introduccio

Sistema circadia

El sistema circadia és el conjunt de mecanismes que s’encarrega de coordinar I'activitat i
funcionalitat de les cél-lules de I'organisme, per poder obtenir una adequada optimitzacio de les
funcions corporals’. Aquest sistema es basa en els anomenats ritmes circadians, els quals son
canvis fisics, mentals i conductuals que segueixen un cicle de 24 hores?. Per aquest motiu, es pot

parlar també de cicle circadia.

Els ritmes circadians responen als canvis circadians de I'exterior, com ara, la disponibilitat
d’aliments o I’activitat dels depredadors®. Aixi doncs, es considera que el sistema circadia té com
a paper principal 'organitzacié de I'ordre temporal intern en relacié amb I'entorn®. Per poder
dur a terme aquest funcid sén necessaris uns dispositius de temps naturals, anomenats rellotges
biologics®. Aquests rellotges regulen els ritmes en un periode d’aproximadament 24 hores, de

manera que s’anomenen rellotges circadians®.

L’estructura general del sistema circadia es basa en tres components principals*: les entrades o
inputs, de les quals podem considerar com a la més important la llum; el marcapas central, que
s’encarrega de rebre els inputs i d’interpretar-los; i, finalment, les sortides o outputs, que
permeten la transmissié de la senyal des del rellotge principal a totes les cél-lules de I'organisme.
En certes ocasions també es parla de Zeitgeber, concepte que fa referencia a un temps que té la
capacitat d’incorporar ritmes circadians’. El més important, de la mateixa manera que als inputs,

és la llum®.

D’altra banda, també és important destacar els conceptes de dia i nit subjectius (Figura 1). Per
delimitar aquests periodes es parla de temps circadia 0 (CTO) i temps circadia 12 (CT12). El dia
subjectiu compreén el periode de temps des de CTO a CT12°. El fet de que un animal sigui actiu
durant la nit o durant el dia tant sols canvia en quin periode de temps és actiu, no la
nomenclatura d’aquesta. Aixi doncs, per aquelles espécies dilirnes (com els humans), I'inici de
I’activitat és CTO, mentre que per aquelles espécies nocturnes (p. ex. els rosegadors emprats en
aquest estudi), el comencament de I'activitat és CT12° (Figura 1). Aquests conceptes també es
poden relacionar amb el de temps Zeitgeber (ZT). A n’aquest cas el sistema és el mateix, pero es

parla, concretament, de fase de llum, iniciada per ZTO, i de fase obscura, iniciada per ZT125.



Figura 1

Conceptes de dia i nit subjectius
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NOTA. Representacid esquematica dels periodes actius i inactius dels rosegadors i dels humans, en relacio
amb el dia i nit subjectius. CTO i CT12 indiquen I'inici del dia subjectiu i de la nit subjectiva, respectivament.
Adaptat de 10. Creat amb BioRender.

Organitzacio del sistema circadia

El nucli supraquismatic es considera el marcapas central del sistema circadia de I'organisme®*®7,

Aquest nucli esta format per un conjunt de neurones aparellades localitzades a la zona
anteroventral de I’hipotalem, per sobre del quiasma optic3, i rep informacié de, per exemple, la

retina, encarregada de detectar la llum3.

El nucli supraquismatic genera oscil-lacions de forma autonoma, a partir de les quals sincronitza
tota la resta de rellotges de I’organisme, situats tant a nivell central, és a dir al propi cervell, com
a nivell periféric*®. Aquesta interaccié es troba regulada, principalment, per la secrecié de
melatonina per part de la glandula pineal*®. Concretament, aquesta hormona es secreta durant

la nit subjectiva, de manera que el seu minim es troba al periode ditirn*.

Cada cél-lula del nucli supraquismatic, i també la dels rellotges centrals i periférics, és capag
d’actuar com un oscil-lador individual, a través dels bucles de retroalimentacio transcripcionals

i traduccionals autoregulats pels anomenats gens rellotge3°1°

, que constitueixen I'anomenat
rellotge molecular®. Aquests bucles, al controlar els ritmes circadians, es considera que triguen

24 hores en completar-se3.



En els vertebrats, aquest rellotge molecular es troba dividit en el bucle central i en el bucle
d’estabilitzacié, que estan connectats a través d’un heterodimer format per BMAL1 i CLOCK.
Agquest heterodimer, al bucle central, s'uneix a les caixes E (E-box), que son considerades els
elements potenciadors de la transcripcié dels seus gens diana. Entre aquests gens diana podem
destacar Per (Period) i Cry (Cryptochromes). Quan la seva transcripcid és activada, aquests dos
elements formen un heterodimer, que es transloca al nucli i inhibeix la transcripcié de Bmall i
Clock®°*° (Figura 2).

Respecte el bucle d’estabilitzacié, podem destacar les proteines REV-ERBa/B i RORa/8,
transcripcid de les quals és promoguda per I'heterodimer BMAL1:CLOCK. Aquestes proteines
son, concretament, receptors orfes nuclears, que competeixen per la unié a I'’element RORE,
responsable de la transcripcié de BMAL1. RORa/8 promou la transcripcio del gen Bmall, mentre
que REV-ERBa/8 la inhibeix**'° (Figura 2).

Figura 2

Rellotge molecular de les cél-lules
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NOTA. Representacié esquematica dels dos bucles principals que dirigeixen el rellotge molecular a les
cél-lules (bucle central i bucle d’estabilitzacid), juntament amb les proteines i els gens més representatius.
Font 3.

Cal tenir en compte que els gens rellotge també mostren una expressio circadiana amb una
periodicitat propera a les 24 hores'!. Concretament, s’ha comprovat que el pic maxim
d’expressié de Bmall té lloc a mitat de la nit, mentre que el dels missatgers de les proteines PER
i CRY ocorre al mig dia'l. Aixd és degut a qué si I'expressié de Bmall té lloc durant la nit
subjectiva, significa que I'heterodimer BMAL1:CLOCK actua durant el dia sobre els seus gens

diana®!



Paper de I’hipocamp al sistema circadia

L’hipocamp, que és la regid d’estudi d’aquest treball, es considera un oscil-lador circadia
subordinat al nucli supraquismatic, de manera que funcions com la sintesi de neurotransmissors
o I'excitabilitat sinaptica es regulen de forma circadiana®?. Aixi doncs, I’"hipocamp forma part de
les regions centrals connectades al nucli supraquismatic. Per tant, les seves cél-lules funcionen
de manera individual i es troben regulades pel rellotge molecular comentat anteriorment. No
obstant, s’ha pogut observar que alguns teixits de I'organisme poden actuar com un oscil-lador
semi autonom, amb capacitat de generar oscil-lacions de manera independent al marcapas

central®. S’hipotetitza que I’hipocamp podria ser una d’aquestes regions independents.

D’altra banda, alguns estudis han investigat I'expressié de proteines essencials del rellotge
molecular i la seva relacid amb les funcions principals de I’hipocamp: la memoria i
I’aprenentatge®. En aquestes investigacions, s’ha observat que les proteines PER'? i BMAL1%
tenen un paper essencial en la regulacié temporal de la funcid hipocampal. Fins i tot, s’ha
observat una transcripcid nocturna en ratolins del gen Cry1, suportant la hipotesi de qué es

tracta d’un oscil-lador independent?®.

En definitiva, amb I'observacié de que I’hipocamp pot actuar com un oscil-lador subordinat o
semi autonom expressant els gens essencials del rellotge molecular i la relacié que suposa aixo
amb les seves funcions principals (aprenentatge i memoria), a n’aquest treball es pretén estudiar
la regulacid circadiana de les primeres etapes de la neurogenesi hipocampal adulta, un procés

relacionat estretament amb la funcié hipocampal.

Neurogénesi hipocampal adulta

La neurogenesi és un procés que genera noves neurones a partir de precursors cel-lulars, també
anomenats cél-lules mare neuronals®. Al principi, es pensava que aquest procés es limitava a
I'embriogenesi, de manera que molts d’autors varen establir que un cop acabat el
desenvolupament no es produien noves neurones'’. No obstant, actualment es pot parlar de
neurogenesi adulta, la qual consisteix en la generacié de noves neurones a partir de les cél-lules
mare del cervell de mamifers (p. ex. humans i rosegadors) durant tota la vida®. A més, cal tenir
en compte que no tant sols es poden modificar el nombre de neurones dels circuits neuronals
preexistents, sind que també es poden modificar les interaccions sinaptiques, a través de la

plasticitat neuronal’.

La neurogeénesi a |'etapa adulta ocorre principalment en dues zones especifiques del cervell
anterior (Figura 3): la zona subventricular dels ventricles laterals i la zona subgranular situada al
gir dentat de I'hipocamp3®. A n’aquest treball ens centrarem en la neurogénesi a la zona

subgranular del gir dentat de I’hipocamp de rata adulta.



Figura 3

Representacio de I’hipocamp
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NOTA. Il-lustracié de I'hipocamp, destacant el gir dentat (DG) i la zona subventricular (SVZ). També
s’indiquen el bulb olfactori (OB), el corrent migratori rostral (RMS) i les arees CA1 i CA3 de I"hipocamp.
Font 17.

Etapes i progressio cel-lular

El procés de neurogenesi és dinamic i es pot dividir en distints estadis: estadi precursor, estadi
d’expansio, estadis primerenc i tarda de supervivéncia, i estadi de maduracié post-mitotic'®
(Figura 4). Aquestes etapes es caracteritzen per uns fenotips cel-lulars concrets i per una
expressid especifica de marcadors cel-lulars®®. Als dos primers estadis predominen les cél-lules
de tipus I, les de tipus lla i llb, i les de tipus I8, Les de tipus | es consideren les precursores
primerenques residents i tenen forma triangular’. Sén les conegudes com cél.lules marel i
normalment tenen un fenotip glial*®*°. A continuacid, es procedeix als fenotips lla i llb, ambdds
fenotips considerats cél-lules de proliferacié rapida’’. Es caracteritzen per un cos cel-lular petit i
un nucli amb forma irregular'’. Les cél-lules de tipus lll, per la seva banda, es consideren
neuroblasts®® i, juntament amb les de tipus Il, s’anomenen progenitors proliferatius!®. Després
d’aquests dos estadis i superant I'estadi primerenc de supervivéncia, les cel-lules surten del cicle
cel-lular®®, passant-se a anomenar cél-lules post-mitotiques?’. Aquestes cél-lules sén les cél-lules
granulars immadures i les madures 77'°. Es caracteritzen per orientar-se de manera adequada
en direccio a I'area CA3, per aixi integrar-se a la xarxa de I’hipocamp i establir connexions’8,
Aixi doncs, els fenotips immadurs i madurs sdn els representants dels estadis de supervivencia

primerenc i tarda, respectivament, a més dels de I'etapa de maduraci6é®.



Figura 4

Etapes de progressio cel-lular durant la neurogénesi hipocampal

Tipus | Tipus lla Tipus lib Tipus Il Inmadura Madura
Estadi primerenc de Estadi de
Estadi precursor Estadl d'expansié suparvividncla | maduracis suparvivinela tandd |
post mitotica maduracls
GFAP DCX
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. .
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NOTA. Representacié esquematica de les diferents etapes de progressio cel-lular que tenen lloc durant la
neurogenesi al gir dentat de I'hipocamp. També es representen els tipus cel-lulars que corresponen a les
diferents etapes i els marcadors moleculars més representatius. Adaptat de fonts 17, 18 i 19. Creat amb
BioRender.

Juntament amb aquestes etapes i els tipus cel-lulars, cal tenir present I’expressio especifica dels
marcadors moleculars per part de les diferents cel-lules. Les cel-lules de tipus | es caracteritzen
per I'expressié d’algunes proteines com la proteina acida fibril-lar glial (GFAP), el filament
intermedi anomenat Nestina i el gen 2 de la caixa HMG relacionada amb SRY (Sox2)*’. Aquests
dos darrers marcadors (Nestina i Sox2) també es troben a les cél-lules de tipus lla i llb. Els
fenotips llai llb es diferencien perqué la de tipus lla és negativa per DCX i la de tipus llb positiva®’.
El marcador DCX també és expressat per les de tipus IIl. Es important destacar la proteina Ki-67
(expressat pels fenotips I, Il i Ill), el qual és el marcador endogen emprat a n’aquest treball per
marcar cél-lules en proliferacié. També es pot parlar del marcador NeuroD, que s’empra perala
identificacio de les cél-lules primerenques del llinatge neuronal, de manera que es sol emprar
per identificar aquelles neurones mitoticament actives. Aixi doncs, s’expressa tant a les cel-lules
de tipus Il com a les de tipus llI’. Respecte les cél-lules granulars immadures, aquestes es
caracteritzen per ser positives per la proteina d’unié a calci anomenada calretininal’. També
expressen NeuN, juntament a les cél-lules granulars madures, el qual és un marcador post-
mitotict’. Finalment, la calbindina es considera el marcador principal de les cél-lules madures

neuronals?’.
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Aixi doncs, com que |'expressié dels diferents marcadors és especifica per a cada etapa de la
neurogéenesi en I'adult, I'estudi d’aquests marcadors permet seguir el curs, de manera precisa i
detallada, de les cél-lules precursores del gir dentat!’. Alguns marcadors s’empren com a
marcadors de proliferacié cel-lular, com ara Ki-67 i Sox2'°. Altres, com ara DCX i NeuroD,

s’empren com a marcadors de diferenciacio cel-lular®.

Respecte aquests marcadors, també és important tenir present el seu temps d’expressio. Alguns
exemples a destacar serien: Ki-67, que s’expressa durant el cicle cel-lular (24-25 hores)'*%;
NeuroD, que s’expressa entre els dies 2-6 post-naixement® i la seva expressié dura
aproximadament fins als 14 dies®; i NeuN, que és expressat per les neurones immadures i

madures, de manera que pot ser detectat a partir de les 2-4 setmanes post-naixement?°.

Marcador endogen Ki-67

Ki-67 és el marcador de proliferacié endogen per excel-léencia. Com s‘ha comentat, és una

17,22 §

proteina nuclear expressada en totes les fases del cicle cel-lular, excepte a la fase de repos
durant els processos de reparacié de ’ADNY. S’ha pogut comprovar que la seva expressid es

produeix durant la mitosi en tots els mamifers, des dels rosegadors fins als humans??.

Fins ara, un dels metodes més emprats per a l'estudi de la proliferacié cel.lular era
I’administracio intraperitoneal del 5’-bromo-2-desoxiuridina (BrdU). Aquest marcador exogen
ha estat, per tant, un dels més utilitzats per a I’estudi d'aquest procés®*. No obstant, a causa de
les seves limitacions i els seus inconvenients s’han cercat alternatives, majoritariament basades

en I'Gs de marcadors endogens i, com s’ha comentat, s’ha optat per I’Gs de Ki-67%2.

Si es duu a terme una comparacio entre els dos marcadors, es poden observar els avantatges
que suposa I'Us de Ki-67 enfront al de BrdU. En primer lloc, el BrdU, a I’haver-se d’administrar
exogenament, pot tenir efectes toxics sobre la cel-lula, mentre que Ki-67 no té cap efecte negatiu
sobre aquestes??. La preséncia d’alguns factors com la barrera hematoencefalica poden reduir
I’accessibilitat del marcador exogen a cél-lules del cervell??. Per aquest motiu, a partir d’'una
comparacié quantitativa de cel-lules positives per ambdés marcadors, es va poder observar un
nombre major de cél-lules marcades amb Ki-67?2. Aquest fet també pot ser degut a que el
marcador exogen tan sols es pot incorporar a I’ADN quan la cél-lula es troba en fase S, mentre
gue, com s’ha comentat anteriorment, el Ki-67 s’expressa durant quasi totes les fases del cicle
cel-lular®. A més, un dels avantatges principals que suposa I’is del marcador endogen és que no
és necessaria la manipulacié previa de I'animal, fet que evita I'estres que pot suposar

I’administracié intraperitoneal de BrdU?3.
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Factors de regulacio

La neurogenesi al gir dentat de I'adult es produeix de manera constitutiva al llarg de la vida post
natal i la seva taxa es modifica a partir de diverses condicions fisiologiques i fisiopatologiques®’.
Podem parlar de factors externs positius o negatius, que promouran o inhibiran,

respectivament, la neurogénesi hipocampal adulta.

Un dels principals factors positius estudiats ha estat I'activitat fisica?*2®. S’hipotetitza que
I’exercici promouria el procés de neurogénesi a I’hipocamp a través de I’estimulacié del factor
neurotrofic derivat del cervell (BDNF)®. Aquesta proteina s’expressa ritmicament a I’hipocamp,
suggerint I’existéncia d’una regulacio circadiana sobre la seva expressié®. De la mateixa manera,
el subministrament d’antidepressius o I'electroxoc, tractaments emprats per als trastorns

depressius, també estimulen el procés?>.

D’altra banda, com a exemples de possibles factors negatius que poden reduir el procés
neurogeénic podriem xerrar de I’estrés cronic® o de I'exposicié a drogues d'abus?’, entre d'altres.
A nivell fisioldgic, per exemple, la neurogénesi adulta va disminuint amb I'edat?, i a nivell
patologic s'han observat disminucions associades amb trastorns depressius?’, amb la patologia

|29

tipus Alzheimer?® i amb dany cerebral®®, entre d'altres.

També s’ha evidenciat la privacié de la son com un dels principals factors que provoquen una
disminucid de la proliferacid cel-lular a I’hipocamp en rates adultes®?’. Es defensa que podria
afectar als nivells de la proteina BDNF, comentada anteriorment®. De fet, s’ha comprovat que
substancies psicoactives com la cafeina, a més d’afectar al cicle normal son-vigilia, també
disminueixen la neurogénesi?’. Per tant, se podria suggerir que aquest factor negatiu afecta a la

neurogénesi hipocampal adulta pel seu clar efecte sobre el cicle circadia'®®.

12



Objectius

L'objectiu principal d'aquest Treball de Fi de Grau (TFG) és estudiar I'index de proliferacio
cel-lular en I'hipocamp de rata adulta al llarg del ritme circadia per poder avaluar si existeixen
diferéncies en la seva regulacié entre el periode de llum i de foscor. Per aconseguir aquest
objectiu, el TFG es centra en els seglients objectius concrets:

1) Larevisid de la literatura cientifica sobre el tema proposat.

2) L'aprenentatge de la metodologia necessaria per avaluar i quantificar les cél-lules de
nova proliferacio per técniques immunohistoquimiques (marcador endogen Ki-67) a
I’"hipocamp de rata al llarg del ritme circadia.

3) La quantificacio dels resultats obtinguts, aixi com la seva avaluacio estadistica.

4) La preparacié de la memoria i exposicié oral del TFG.

13



Materials i metodes

Animals

Per aquest treball es varen emprar 42 rates mascle Sprague-Dawley adultes, de la colonia propia
del grup d’investigacio criada a I'estabulari de la Universitat de les llles Balears. Aquests animals
tenien un accés lliure a menjar (dieta estandard i aigua) i es trobaven en un ambient controlat
(22 °C, 70% humitat). A més, esteien sotmeses a un cicle de 12 hores de llum/12 hores
d’obscuritat (les llums s'encenien a les 8 h). En tot moment, es va intentar minimitzar al maxim

el nombre de rates i el seu sofriment.

Disseny experimental

Les 42 rates es varen dividir en 8 grups experimentals al llarg del cicle circadia (n=5-6 animals
per punt experimental, Taula 1) i englobats en les dues fases del dia: fase fosca o obscura (n=
22) i fase de llum (n= 20). Aquestes rates es trobaven a les mateixes condicions controlades de
I’estabulari comentades a I’apartat anterior. Varen ser sacrificades a les hores corresponents al

grup del qual formaven part (Taula 1).

Taula 1l

Grups d’experimentacio

Rates adultes de fase obscura Rates adultes de fase de llum
22 h: n=5 10 h: n=5
1h:n=6 13 h: n=5
4 h: n=5 16 h: n=5
7 h: n=6 19 h: n=5
n=22 n=20

NOTA. Esquematitzacié dels dos grans grups (fase de llum i fase d’obscuritat), amb 4 grups per fase, en
gue es varen dividir les rates de I'experiment, amb les hores (h) corresponents i el nombre de rates per a
cada una d’elles.
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Extraccio de les mostres

Per dur a terme I’extraccié de les mostres es va procedir, en primer lloc, a sacrificar els animals
mitjangant la decapitacidé al temps indicat al disseny experimental. Posteriorment, es varen
extreure els seus cervells i es varen tallar per la meitat sagitalment, aconseguint I’"hemisferi
esquerre i I'hemisferi dret per separat. En aquest treball, per dur a terme la
immunohistoquimica, va ser necessari I'Us de I'hemisferi esquerre. Aquesta mostra es va
congelar primer en isopenta a -20/-30 °C, i després es va conservar a -80 °C, fins que va ser
tallada amb el criostat (protocol extret de la font 33). L’hemisferi dret es pot emprar per altres
tipus d’experiments que no corresponen a aquest treball, com seria I'analisi de marcadors

proteics per la técnica Western Blot.

Preparacio de les mostres

Per a cada animal es disposava d'una mostra de cervell recollida anteriorment a la qual es varen
realitzar talls histologics de 30 um amb el criostat. Els talls es varen recollir en 8 séries (A, B, C,
D, E, F, G, H), de manera que es va col-locar 1 de cada 8 talls a cada una de les séries. Per exemple,
per la série A, el primer tall es va situar a la part inferior dreta del portaobjectes (1 de A1, Figura
5). El seglient tall es va situar a la part superior dreta, el qual correspon, com s’ha comentat, al
nove tall. Aixi doncs, els talls es van anar situant de manera successiva en forma de ziga-zaga per

completar els 8 de cada portaobjectes (Figura 5).

Figura 5

Portaobjectes de la preparacié de les mostres

Rata # 57 a1 25 9 +
AL a9 33 17 1 +
Rata # 121 105 89 73 +
A2 113 97 81 65 +
Rata # 185 169 153 137 +
A3 177 161 145 129 +

NOTA. Representacio dels tres portaobjectes que corresponen a la serie A (A1, A2 i A3). S'indica també
I’ordre dels talls histologics.
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A més, per a cada serie, es completen 3 portaobjectes. Per exemple, per a la série A, parlariem
de A1, A2 i A3. Els nombres “1”, “2” i “3” indiquen la part anterior, mitjana i posterior,
respectivament, de la regié hipocampal del cervell. Aixi doncs, al final s’obtenen un total de 24
talls per a cada 3 portaobjectes. La disposicié d’aquests talls es duu a terme amb la intencié
d’obtenir una representacio de tot el gir dentat (-1,72 a -6,80 mm del Bregma) per a cada mostra

(Figura 6) (protocol extret de la font 33).

Figura 6

Parts anterior, mitjana i posterior del cervell

Part anterior Part mitjana Part posterior
Bregma=-2.76 mm Bregma= -4.20 mm Bregma= -5.64 mm

NOTA. Imatges representatives de la part anterior, mitjanai posterior del cervelli el seu respectiu Bregma.
Adaptat de la font 34. Creat amb BioRender.

Immunohistoquimica

Una serie amb 3 portaobjectes obtinguts amb la preparacié de les mostres es va sotmetre a la
tecnica d'immunohistoquimica per poder diferenciar les cél-lules que expressaven el marcador
endogen Ki-67 i, per tant, que es trobaven en proliferacié cel-lular. En primer lloc, els
portaobjectes es varen fixar en paraformaldehid al 4% i es va dur a terme |’exposicié de I'antigen
emprant citrat sodic al 10% (pH 6,0, 90 °C, 1 h). Posteriorment, les mostres es varen incubar
durant 30 minuts amb una solucié de H,0; al 0,3% (60 mL stock al 3% + 540 mL de tampd sali de
fosfats, PBS) per poder inhibir la peroxidasa endogena. Després de rentats consecutius amb PBS
es va emprar un boligraf segellador impermeable (el PAP PEN) per poder delimitar,
acuradament, una area rectangular al voltant de les mostres del portaobjectes, i aixi evitar la
sortida del liquid. Seguidament, es varen incubar les mostres durant 1 h amb 500 pL de serum

d'albumina bovina (BSA), per poder dur a terme el bloqueig. Despreés, es va descartar el diluent
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i les mostres es varen incubar durant tot el vespre amb I’anticos policlonal de Ki-67 (1:400000,
donat per la Dra. Huda Akil, Universitat de Michigan, E.U.A.). Aquesta incubacié va venir seguida
d’una segona incubacié amb I'anticos secundari anti-conill (1:1000). Aquesta unié va ser
detectada gracies al complex Avidina/Biotina (60 pl d’Avidina + 60 pl de Biotina en 60 ml de BSA)
i la preparacié del cromogen DAB (3,3’-di-aminobenzidina, 750 mg DAB + 3 ml d’H,0, al 3% en
600 ml d’acetat sodic). Concretament el qué s’aconsegueix és que el DAB, al ser un substrat de
la peroxidasa unida a I'anticos secundari, es transformi en un producte que proporcioni una
senyal detectable de color marré (Figura 7). Aixi doncs, les cel-lules que expressin Ki-67
quedaran tenyides de color marré i podran ser comptades. A més, el complex Avidina/Biotina
permet una amplificacié de la senyal. Per poder diferenciar les cel-lules en proliferacio la resta,
es va dur a terme una darrera tincié amb blau-violeta de cresil, que tenyeix els nuclis de les
cél-lules. Posteriorment, es va realitzar una deshidratacié mitjangant una bateria d’alcohols de
graduacions ascendents i es va submergir en xile. Al final, es varen recobrir tots els portaobjectes

amb uns cobre-objectes i una gota d’adhesiu (protocol extret de la font 33).

Figura 7

Reconeixement de I'antigen Ki-67

%0’\*
*-o-Q

A A

NOTA. Representacié esquematica del reconeixement de I'antigen (triangle verd) per part de I’anticos

primari (anticos blau fluix). Aquest anticos és reconegut alhora per I'anticos secundari (anticos blau fort),
unit al complex Avidina/Biotina (rectangle format per linies roses i cercles color turquesa) amb la
peroxidasa (pentagons roses). Aquest enzim transforma el DAB (estrella marrd fluix) en un producte que
dona senyal de color marrd (estrella marrdé fort). Adaptat de la font 35. Creat amb Biorender.
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Comptatge de les mostres

A partir de laimmunohistoquimica, com s’ha comentat, es va aconseguir diferenciar les cel-lules
positives pel marcador endogen Ki-67 (color marronenc) de la resta (color blau-violeta). Pel
comptatge es va emprar un microscopi optic Leica DMR (augment 63x). Les cel-lules es varen
comptar seguint I'ordre de les seccions establert a la preparacié de les mostres, de manera que

es va seguir un ordre en forma de ziga-zaga (Figura 8).

Figura 8

Ordre del comptatge de les mostres

Rata # 57 a1 25 9 +

Al 49 33 17 1 +

Rata # o o o o +
Al @) > (3) (1)

NOTA. Representacié del portaobjectes Al i del seu ordre de comptatge.

Analisi de dades

L'analisi de dades d’aquest treball es va dur a terme amb el programa informatic GraphPad
Prism, Versio 8. A partir del comptatge cel-lular es va obtenir un nombre concret de cél-lules per
a cada rata. Per obtenir aquest nombre, es varen sumar les cél-lules de cada portaobjectes (ex.
Al, A2 i A3) i es varen multiplicar per 8, ja que, com s’ha comentat, per a cada rata es va
quantificar 1 de les 8 séries recollides. Es va calcular la mitjana i I’error estandard per a cada
grup experimental (hora de sacrifici) i també per a cada fase (fase d’obscuritat i fase de llum). A

partir d’aquestes dades es varen realitzar els seglients analisis estadistics:

e ANOVA d’una via per comparar el nombre de cél-lules entre les diferents hores.

e Test t de Student de dues coes per variables independents per comparar el

nombre de cel-lules del grup de foscor i de llum.

Anteriorment a aquests tests es va comprovar que les dades seguien una distribucié normal.

18



RESULTATS

Comparacio de la proliferacio cel-lular entre les diferents hores del dia

A partir del comptatge cel-lular realitzat amb el microscopi optic es va estudiar la diferéncia en
la proliferacié cel-lular al gir dentat a les diferents hores del cicle circadia. Els resultats
demostren que no s’observen diferéncies significatives en el nombre de cél-lules quantificades
entre grups experimentals (ANOVA, p=0,3956) (Figures 9i 10).

Figura 9

Grafica del comptatge cel-lular per hores

Comptatge cel-lular per hores
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NOTA. Els requadres representen la mitjana + error estandard de la mitjana del nombre de cél-lules Ki-
67 positives a cada una de les diferents hores d'estudi al llarg del cicle circadia. Els cercles representen els

valors individuals de cada animal a cada punt experimental (cercles transparents: hores de llum; cercles
negres: hores d’obscuritat).
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Figura 10

Imatges representatives de la immunohistoquimica a cada punt experimental
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NOTA. Imatges representatives del marcatge cel-lular de Ki-67 a les diferents hores (A) fase d’obscuritat i
(B) fase de llum. Les imatges més grans varen ser obtingudes amb el microscopi optic Leica DMR amb
I"augment 40x. Per poder visualitzar millor les cél-lules marcades es va fer una altra fotografia amb
I"'augment 63x (imatges més petites dins els requadre).
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Comparacio de la proliferacio cel-lular entre la fase de llum i la d’obscuritat

Una vegada comparat el comptatge cel-lular entre les diferents hores, es va dur a terme I'analisi
de la proliferacio cel-lular en el gir dentat agrupant les rates en la fase de llum (grups de les 10,
13, 16 i 19 h) i en la fase d’obscuritat (grups de les 22, 1, 4 i 7 h). Es varen poder observar
diferéncies significatives en la proliferacio cel-lular entre les dues fases (t-test, t=2,257, df=40,
p=0,0295). A les mostres de la fase de foscor es va observar un major nombre de cél-lules
positives per Ki-67 (1304 + 76 cél-lules, n=20) en comparacié amb les de la fase de llum (1019 +
102 cel-lules, n=22) (+285, *p=0,0295; Figura 11).

Figura 11

Grafica del comptatge cel-lular per fases

Comptatge cel-lular llum vs foscor
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NOTA. Els requadres representen la mitjana + error estandard de la mitjana del nombre de cél-lules Ki-
67 positives a cada una de les diferents fases d’estudi. Els cercles representen els valors individuals de

cada animal a cada punt experimental (cercles transparents: hores de llum; cercles negres: hores
d’obscuritat).
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Discussio

Observant els resultats d’aquest treball, es pot afirmar que I'index de nova proliferacié cel-lular
(primers estadis de la neurogenesi hipocampal) és major durant la nit subjectiva en rates
adultes. Aquests resultats s’"han obtingut de manera significativa quan s’han comparat els dos
grups experimentals (fase de foscor i fase de llum, Figura 11), encara que no s’han vist
diferencies en el nombre de cél-lules proliferatives entre les diferents hores de I’'experiment
(Figura 9). Consultant les fotografies realitzades a partir de la immunohistoquimica, es pot
comprovar que a les hores de foscor hi ha un major nombre de cel-lules marcades amb Ki-67

(color marrd) que a les de llum (Figura 10).

Aquests resultats s’ajusten a altres estudis anteriors basats en I'analisi de I'efecte del cicle
circadia sobre les fases de la neurogénesi hipocampal adulta. Algunes d’aquestes investigacions
han estudiat el procés en ratolins adults, uns models animals molt emprats també en aquest
ambit. Aixi doncs, es pot destacar, per exemple, I'estudi realitzat per Bouchard-Cannon i
col-laboradors (2013), els quals varen revelar una major proliferacié cel-lular durant la nit
subjectiva a la zona subgranular del gir dentat de I"hipocamp de ratolins adults’. En aquest
experiment es va emprar el marcador exogen BrdU, el qual, com es va comentar, és molt emprat
en experiments de I'estudi de les fases de neurogénesi, encara que el seu Us presenta una serie
de limitacions. En particular, varen observar aquesta major proliferacié durant la nit subjectiva
tant en aquells ratolins que seguien un cicle de 12 hores de llum i 12 hores d’obscuritat (cicle
gue es segueix a n"aquest treball), com els que es varen sotmetre a una foscor permanent de 2

dies’.

Un altre estudi que va permetre afirmar que la proliferacié cel-lular a 'hipocamp de I’adult era
major durant la nit subjectiva va ser el de Tamai i col-laboradors (2008). En aquest experiment
varen emprar també ratolins adults, que varen ser sotmesos a un cicle de 12 hores de llum/12
hores d’obscuritat durant 2 setmanes. A I'igual que a n"aquest treball, varen ser sacrificats a una
hora en concret i després, a través del marcatge per I’anticos en front a la fosfo-histona H3, es
va poder analitzar la proliferacié cel-lular®®. Aquest marcador s’expressa durant la fase final de
G2 i a la fase M de la divisié cel-lular i s’empra habitualment per a la identificacié de cel-lules

proliferants i mitotiques a I’hipocamp?’.

D’acord als investigadors de 'estudi comentat, la proliferacié cel-lular és menor durant la fase
de llum perqué és a n’aquest periode del dia quan la progressié de les cel-lules progenitores a la
fase M es troba inhibida3’. Aquest fet es pot relacionar amb la idea comentada anteriorment de
que el pic maxim d’expressié de Bmall té lloc durant la nit, de manera que el complex
BMAL1:CLOCK actua damunt els seus gens diana durant el dia. El qué s’ha hipotetitzat és que
I’heterodimer CLOCK:BMAL1 activa la transcripcio del gen Weel, que codifica per una quinasa

que bloqueja la progressid cel-lular a nivell de la fase M.
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Per tant, els resultats presentats en aquest treball validen dades prévies que afirmen una major

7,30

proliferacié cel-lular hipocampal en ratolins adults’>" i amplien els resultats per a una altre

espécie animal (rates).

A partir d’aqui, s’han emprat models animals, als quals se’ls hi ha provocat una arritmicitat
inhibint I'expressié dels diferents gens rellotge comentats anteriorment. Aixi doncs, s’han
emprat ratolins knock-out dels gens rellotge principals dels bucles de retroalimentacié!®. Els
models animals més utilitzats per a la investigacié de la relacid entre el cicle circadia i el cicle
cel-lular han estat els knock-out homozigots per Bmall, Perl, Cryl i Cry2. S’ha estudiat tant
I’efecte que té aquesta deplecid sobre el cicle cel-lular, com la influéncia negativa sobre les

funcions principals de I"hipocamp.

L’estudi comentat anteriorment de Bouchard-Cannon i col-laboradors (2013) va examinar els
efectes de I'ablacié dels gens Bmall i Per2 en ratolins adults. Es va observar que en els ratolins
Per2 -/- la ritmicitat de la proliferacio va desapareixer, mentre que als Bmall -/- el nombre de
cél-lules proliferatives va augmentar al ZTO i ZT12”. En ambdds casos, a més, el nombre de
cel-lules BrdU positives a tots els periodes va ser superior en comparacié amb les dels ratolins
control. A partir d’aquests resultats es va suggerir que el gen Per2 permet I'entrada de les
cel-lules mare neuronals quiescents al cicle cel-lular, mentre que el gen Bmall restringeix
aquesta entrada i promou I'aparicié d’un major nombre de cicles de divisié’. També es pot
destacar I'estudi realitzat per Rakai i col-laboradors (2010). En aquest cas, no obstant, no es
varen observar diferencies proliferatives a les cél-lules de la zona subventricular en ratolins
adults Bmal1 -/- als diferents periodes del dia. Ara bé, si es va contemplar una menor apoptosis
d’aquestes cel-lules durant la fase obscura, suportant la idea de la major supervivencia

d’aquestes cél.lules’.

La investigacid de I'efecte de I'arritmicitat sobre la proliferacié cel-lular no tant sols s’ha estudiat
in vivo, com als estudis que s’han comentat anteriorment, siné també in vitro, sent un exemple
I’estudi realitzat per Malik i col-laboradors (2015). Aixi doncs, es varen examinar els efectes de
la deplecid dels gens Bmal1, Cry1i Cry2 en cultius cel-lulars de neurones, també anomenats com
a neuroesferes. Encara que es va observar que aquests gens no eren necessaris per a la formacié
de les cel-lules in vitro, es va veure una disminucid del creixement i del compromis neuronal, i
un augment de "apoptosi®!. També es va observar que a n’aquelles cél-lules que tenien una
deplecid dels gens Cry1iCry2, la proliferacié esteia significativament reduida®’. Respecte I'efecte
sobre les funcions essencials de I’hipocamp, en ratolins Cry1 -/- i Cry2 -/- s’ha observat una
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memoria de reconeixement deficient i un augment de I'ansietat®. Alhora, als ratolins Bmall -/-

s’ha examinat una habilitat d’aprenentatge disminuit®'. Fins i tot, en ratolins Perl -/- s’ha
observat un reduccié de la memoria espacial®’.
Altres investigacions han evidenciat la relacié entre el cicle circadia i la neurogénesi hipocampal

adulta a través de I'estudi de I'efecte dels factors negatius i positius comentats anteriorment.
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Com es va comentar, el principal factor negatiu estudiat ha estat la privacié de la son. Dintre de
tots els estudis realitzats es pot destacar el de Kochman i col-laboradors (2009). Els investigadors
varen examinar I'administracié de substancies psicoactives a rates adultes Sprague-Dawley.
Varen poder observar que I'administracié d’aquestes drogues durant la fase de llum provocava
una disminucié de la proliferacio cel-lular a I’"hipocamp, a diferéncia de quan s’administraven a
la fase obscura. Aquest resultat es va relacionar amb el fet de qué I'administracié a la fase de
llum causava una privacié de la son?’. D’entre els factors positius, per la seva banda, el més
estudiat ha estat I'exercici. Es pot destacar I'estudi de Nokia i col-laboradors (2016), on es va
observar que la neurogénesi hipocampal era major en rates adultes Sprague-Dawley sotmeses
a un exercici aerobic (carrera de roda voluntaria o carrera de resisténcia en cinta de cérrer), en
comparacié amb els que no varen dur a terme aquesta activitat fisica®. Aixo és rellevant perqué
I"augment a I'index de proliferacié cel-lular s’observa a la nit subjectiva, que és el moment
d’activitat de les rates, de manera que es pot pensar que és aquesta mobilitat/exercici que

afavoreix la generacié de noves cél-lules.

Analitzant tots aquests estudis i els resultats d’aquest treball al final ens podem plantejar quina
és la importancia real de de coneixer la regulacid circadiana que segueixen les diferents fases de
la neurogénesi hipocampal adulta. Cal tenir present que la neurogenesi és un dels processos
més importants que ocorren al nostre organisme, ja que permet la substitucié de neurones
disfuncionals per neurones noves'. El fet de que tingui lloc al gir dentat de I’hipocamp es
relaciona directament amb [|'adquisicid6 de les seves funcions essencials, com serien
I’aprenentatge i la memoria®. Aixi doncs, conéixer que durant el periode actiu els rosegadors
tenen una major proliferacié cel-lular a I’'hipocamp, permet saber que és el millor moment del
dia per aprendre algunes funcions com ara la navegacié del laberint®. D’altra banda, cal tenir en
compte que la regulacié d'aquest procés no tant sols es relaciona amb funcions fisiologiques,
sind que també es pot relacionar amb algunes patologies neurologiques i psicoldgiques®, com
s’ha comentat anteriorment. Les dues principals malalties en que s’ha trobat una relacié entre
la neurogénesi hipocampal adulta i el sistema cricadia han estat I’Alzheimer i el trastorn

depressiu.

L’Alzheimer és una de les malalties amb més incognites plantejades sobre els seus mecanismes
moleculars basics?®. No obstant, I’estudi de la interaccié entre el cicle circadia i la neurogénesi
ha permes aprofundir en les bases moleculars d’aquesta malaltia neurodegenerativa. Aquesta
malaltia s’ha relacionat principalment amb les alteracions de la son, concretament en la
interrupcid i fragmentacié d’aquest periode del dia. Es més, s’ha pogut observar que aquests
canvis en la son tenen lloc en estadis primerencs de la malaltia, de manera que es pot emprar
com a marcador per a una deteccid precog. Aixi doncs, canvis en el ritme circadia s’han
relacionat directament amb el deteriorament cognitiu associat amb la patologia®®. A més, un
dels aspectes que també cal destacar és que les propietats circadianes de les céel-lules neuronals

ha permés conéixer quin és el millor moment del dia per a I’administracié del tractament3!. Es
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podria dir, doncs, que durant el periode actiu de I'animal aquest és més susceptible als efectes

del farmac, ja que seria quan les noves cél-lules es troben en proliferacid.

El trastorn depressiu, per la seva banda, també s’ha relacionat directament amb una reduccié
de la neurogénesi hipocampal adulta?’. Alguns estudis han demostrat que la disminucié de la
neurogénesi en pacients depressius es troba relacionada amb la reduccié del volum hipocampal,
una de les caracteristiques principals d’aquests pacients®. De la mateixa manera, molts estudis
han anat demostrant al llarg dels darrers anys com I’activitat fisica, un dels principals factors
positius comentats que incrementa la neurogénesi hipocampal, seria un bon métode per poder
fer front a la depressio, pal-liant els seus simptomes®-?®,

Per altra banda, s’ha observat que una exposicié constant a la [lum pot provocar conseqiiéncies
patologiques en rates adultes que han patit una lesié cerebral traumatica. Aquestes
consequeéencies patologiques es poden relacionar amb una inhibicié de la neurogénesi, entre
altres aspectes com una disminucid del pes corporal o una reduccid de la supervivencia
neuronal. Aquest estudi és important per relacionar-ho amb I’exposicid permanent que pateixen

alguns pacients amb aquesta patologia als hospitals, fet que pot agreujar els simptomes®.

Per tant, el coneixement i enteniment de la interaccid del sistema circadia amb la neurogenesi
hipocampal, tant en animals d’experimentacié com als humans, és molt important per poder
estudiar de manera més eficag alguns aspectes relacionats amb I'aprenentatge i la memoria, a

més de coneixer millor algunes malalties tant importants en I’actualitat com I’Alzheimer.
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Conclusions

A partir de I’analisi dels resultats obtinguts i de la comprensid de la literatura cientifica, es poden
establir quatre conclusions principals:

o

No s’observen diferéncies significatives en la proliferacié cel-lular a I'hipocamp de rata
mascle adulta quan es comparen les cél-lules positives en Ki-67 de les diferents hores
del dia avaluades.

S’observa un major nombre de cel-lules Ki-67 positives durant la fase obscura, de
manera que la neurogénesi hipocampal adulta és superior durant el periode
d’obscuritat en comparacié a la fase de llum en rates mascle adultes.

El sistema circadia regula la funcié hipocampal (aprenentatge i memoria) a través del
control de la proliferacié cel-lular d’aquesta regid del cervell.

L’estudi de la relacié entre el sistema circadia i la proliferacié cel-lular a I’'hipocamp adult

ha permés establir les bases d’algunes patologies com la depressié i I’Alzheimer, a més
d’obrir el coneixement en I’'ambit de les terapies.
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