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RESUMEN

Modelos computacionales sugieren que la neurogénesis que ocurre en el giro dentado (GD) del
hipocampo en el adulto incrementa la eficiencia del procesamiento de la informacién en la red
neuronal, durante la evocacién de una memoria reciente (Weisz y Argibay, 2009). Se puede
determinar el papel del GD en la tarea de reconocimiento de objetos (TRO), mediante la
expresion de la proteina Arc en células NeuN/BrdU+ y NeuN+ después de una prueba de
memoria reciente (24 h) o remota (7 d). A las ratas se les administr6 BrdU (200mg/kg) i,p.
durante 7 d, la conducta inici6é 45d después de la dltima inyecciéon de BrdU. La adquisicién de
TRO fue en 5 sesiones, una diaria de 10min. En cada sesion, se expusieron 3 objetos (A,B,C)
ubicados aleatoriamente. En la prueba de retencion, se reemplazé un objeto familiar por un objeto
novedoso (A,Y,C), se hicieron 3 pruebas de 3min. Los resultados muestran que TRO se ejecuta
eficientemente a las 24h y a los 7d. Se encontré que las nuevas neuronas granulares del GD
expresan Arc en mayor proporcion en una prueba de memoria reciente (24 h) con objeto
familiar; ademds, estas nuevas neuronas se activan en la SGZ especificamente para la TRO,
asimismo, en la capa 2 se procesa informacion espacial y familiar de la TRO, lo cual muestra una

regionalizacion en la activacion de las nuevas células granulares.

Encontramos una correlacién inversamente proporcional entre el nimero de nuevas neuronas
granulares activadas expresando Arc y la eficiencia en la ejecucién de la TRO, es decir, a mayor
proporcion de nuevas neuronas activadas menor es la eficiencia de los animales para ejecutar la
TRO, lo cual puede sugerir que estas nuevas neuronas estin generando ruido en el procesamiento

de informacién de una memoria de reconocimiento de objetos en el GD.
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SUMMARY

Currently, it is well accepted that hippocampal neurogenesis occurs in adult mammals, but it
remains a challenge for neuroscientist to explain the functional significance of these new neurons
for hipocampal information processing. A computational model suggested that new neurons
increase the efficiency of recent memory retrieval allowing proper discrimination. To evaluate
this hypothesis, we trained previously BrdU injected animals in a 3 object recognition task
(ORT), perform through a 5 days in which all objects were located in different positions in each
daily session. Animals showed stable memory from 24 to 168 hours after. One hour after the
memory test, with either familiar or non-familiar object presentation, the animals were sacrificed
and their brains processed for NeuN-Arc-BrdU triple immunohistochemistry. Confocal images
were taken and analyzed in order to count the number of adult born neurons activated by the
behavioral experience. We found that adult born granule neurons expressing Arc protein were
found in a greater proportion in animals tested in the recent memory test with a familiar object.
Activated adultborn neurons were found in the SGZ after ORT experience, contrasting with
previous findings using spatial exploration. After ORT experience, more neurons were activated
in DG layer 3, when spatial exploration experience activates neurons primarily in layers 1 and 2.
Finally, the correlation analysis between behavioral performance and the number of adult born
neurons recruited in the network revealed a highly significant negative correlation, suggesting

that as more new neurons are recruited, the animal’s performance in the ORT task decreases.
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ABREVIATURAS

GD
SGZ
CA
BrdU
Arc
NeuN
ADN
CREB
TRO
LTP
AMPA

GEITs

Giro dentado en el hipocampo

Zona subgranular del giro dentado

Cuernos de Ammon

5-bromo-2'-deoxyuridine

Activity-regulated cytoskeleton-associated protein
Neuronal nuclei

Acido desoxirribonucleico

cAMP response element-binding

Tarea de reconocimiento de objetos

Potenciacion a largo plazo, del inglés Long-term potentiation
Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico

Genes de expresion inmediata temprana
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INTRODUCCION

Con el descubrimiento de la produccién de nuevas neuronas en el cerebro adulto de mamiferos,
se ha seguido un arduo camino en la busqueda de detalles que caractericen los procesos de
proliferacion, sobrevivencia e integracion de estas nuevas neuronas. Hay dos regiones en el
cerebro del mamifero adulto donde se puede observar neurogénesis, éstas son el bulbo olfatorio y
el hipocampo. El estudio de la neurogénesis hipocampal es de interés particular, ya que esta
estructura estd involucrada en el procesamiento de informacién multimodal que permite la
formacion de memorias episddicas, siendo la memoria espacial el ejemplo més prominente.

Con el proposito de entender el papel de las neuronas que nacen en el animal adulto, en el
procesamiento de la informacién episddica, se han propuesto modelos computacionales que
incluyen a la neurogénesis y su papel en el procesamiento de informacién de dicha red. En un
reciente modelo computacional (Weisz y Argibay, 2009), en el que se utiliz6 la arquitectura de la
red neuronal semejante a la de modelos que han tenido éxito para la generacion de respuesta de
células de lugar (McNaughton y Morris, 1987; Treves y Roll, 1994) y que incluia parametros de
la escasez del c6digo neuronal en el giro dentado (GD) partiendo de determinaciones que se han
hecho a partir de la caracterizacion de la actividad neuronal inducida por la conducta usando la
deteccion del gen de expresion inmediata Arc (Ramirez-Amaya et al., 2005; Chawla et al., 2005).
Lo maés sobresaliente del modelo de Weisz y Argibay, es que evalia la presencia o ausencia de
neurogénesis, considerando que ellas presentan una alta sensibilidad a la conducta (Ramirez-
Amaya et al., 2006; Kee et al., 2007) y una alta capacidad pléstica (Schmit-Hieber et al., 2004).
Con estas caracteristicas, los resultados de la operacion del modelo computacional mostraron que
la adicién de nuevas neuronas con una sensibilidad diferente, otorgan a la red hipocampal una
mayor eficiencia en el procesamiento de informacién mnémica reciente, pero no asi en el
procesamiento de informacién mnémica remota (Weisz y Argibay, 2009). Dado que la tarea de
reconocimiento de objetos puede ser lograda en un solo ensayo y es considerada memoria
episddica (Mayes et al., 2001), este proyecto plantea evaluar la participacién de las nuevas
neuronas en el procesamiento de informacién episddica reciente y comparar con el procesamiento
de informacién episddica remota, mediante el andlisis neuroandtomico de la actividad neuronal,
utilizando la deteccion de la expresion de la proteina del gen de expresion inmediata Arc, en las

células nuevas maduras que se activan durante la tarea de reconocimiento de objetos.



ANTECEDENTES

1. Aprendizaje y memoria

Diferentes capacidades y habilidades determinan la posibilidad de los organismos para adaptarse
al medio ambiente y garantizar su supervivencia y la de su especie. La adaptacion que pueda
alcanzar un organismo en el medio ambiente en el que vive se ve constantemente modificada por
el tipo de informaciéon que adquiere y almacena en las interacciones con estimulos que son
percibidos en el medio circundante. Sin embargo, esta informacién es codificada y trasmitida a

centros de integracion y de almacenaje especializados en el sistema nervioso.

Algunas ideas se han direccionado a la existencia de un mecanismo por el cual se procesa la
informacién que involucra redes neuronales que pueden trabajar en serie o en paralelo, formando
circuitos cuya actividad se induce por estimulos especificos y que son capaces de establecer y
mantener representaciones de los mismos y por ende afectar y determinar la conducta de un

organismo (Sakurai, 1999).

Es evidente que las neuronas con su actividad eléctrica, son unidades de procesamiento de
informacién que dan lugar a la propiedad emergente en los procesos cognoscitivos. Sin embargo,
la variabilidad de disparo de una sola neurona, hace que sea inviable nombrar a la neurona como
unidad bdsica del procesamiento de la informacién, en lugar de ello se considera un codigo
poblacional. El psic6logo Donald Hebb en su libro “La organizacion de la conducta” (1949)
plante6 que el sistema nervioso procesa y codifica la informacién a través de los patrones de
actividad eléctrica en grupos de neuronas que tienen la capacidad de reproducir dicho patrén de
actividad, gracias a la existencia de circuitos recurrentes que permiten la reverberacién de la
actividad. Esto conlleva a una actividad sincrénica y cooperativa que da lugar a eventos de
plasticidad sindptica, en donde se tiene la capacidad de reproducir estos patrones de actividad a lo
largo de diferentes destinos temporales dependientes de las caracteristicas de persistencia de los
cambios en los pesos sindpticos que ocurrieron en este grupo de células a los cuales denominé
ensambles neuronales (Fig. 1). De esta manera se puede inferir que son estos grupos neuronales
los que representan la informacién provocando cambios muy finos y transitorios en el patron de

actividad eléctrica de cada neurona que se integra al ensamble.
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Figura 1. Ensamble, conexiones sindpticas y conexiones recurrentes. En la seccién izquierda de la figura se muestra un conjunto
de neuronas en las que B, D y X representan conexiones recurrentes que conducen la estimulacion hacia las mismas células de
donde se origind, lo cual implica que el circuito puede reverberar por un tiempo. En la seccién derecha de la figura se
esquematiza un ensamble. Las flechas constituyen la direccién y los nimeros, la secuencia de los potenciales de accidn entre las
neuronas del circuito. Con esto se logra mostrar la posibilidad de una alternancia en la reverberacién por rutas en paralelo
funcional, que permiten al ensamble mantenerse activo por mas tiempo. Modificado de Hebb, 1949.

Para lograr que los ensambles puedan reproducir los patrones de actividad posteriormente Hebb

plante6 el postulado:

“Cuando el axon de una célula A estd lo suficientemente cercano a una célula B como
para excitarla y repetida o persistentemente la excita, tiene lugar un proceso de crecimiento o
cambio metabdlico en una o ambas células, de tal forma que la eficiencia de A, como una de las

diversas células que hacen disparar a B, aumenta” (Hebb, 1949).

Esta propuesta sugiere que los cambios en la eficiencia sindptica son el mecanismo que permite
estabilizar la capacidad de reproducir los patrones de actividad en los ensambles, lo cual permite
el establecimiento de los patrones de actividad a largo plazo y asi, el proceso celular que

estabiliza la consolidacién la informacion, es decir, formar una memoria (Bear, 1994).

La mayoria de neurocientificos aceptan la nocién de que la representacion de la informacién se
da por medio de patrones de actividad que se repiten en grupos de células nerviosas, lo cual se
conoce ampliamente como conexiones recurrentes (Fig. 1). Esta concepciéon se apoya en los
resultados funcionales que proveen los modelos matemdticos y computacionales de redes
neuronales (Marr, 1976), lo cual se ha ido complementando en la actualidad con trabajos basados

en el andlisis neurofisiolégico y cognoscitivo (Sakurai, 1999).

Sin embargo, la memoria no es un proceso unitario (Hitch, 1984), esta constituida por una alianza
de diversos sistemas que interactian sirviendo a diferentes funciones mnémicas que operan

mediante circuitos neuroanatomicos y neuronales diferentes (Baddeley, 1988). Desde la
3



psicologia cognitiva se han definido diferentes subsistemas mnémicos para caracterizar como se
codifica la informacién, como se almacena. Ademds, se ha precisado que las tareas mnémicas
varfan de acuerdo a la clase de informacién adquirida (Zola-Morgan y Squire, 1993). No
obstante, la memoria ha sido clasificada desde diferentes postulados tedricos (memoria primaria y
secundaria, memoria a corto y largo plazo, memoria de trabajo, memoria declarativa y no
declarativa, entre otros). Una nueva distincion conceptual que se ha enmarcado en la dimension
temporal de la amnesia retrograda, se refiere a la memoria reciente y remota (Delis, 1989). La
informaciéon que se ha aprendido justamente antes de la lesion cerebral se considera como
memoria reciente, mientras que el conocimiento que se adquiere afios o décadas antes de la lesion
cerebral se considera como memoria remota (Crosson, 1992; Delis, 1989). Esta dicotomia
mnémica ayuda a caracterizar clinicamente la naturaleza de la amnesia retrégrada del paciente
(Delis, 1989). Ocasionalmente, la distincién entre ambos términos se ha utilizado de forma

sinénima a la memoria a corto y largo plazo (Barraquer-Bordas, 1992).

2. Hipocampo

El hipocampo es una invaginacién del giro parahipocampal localizado en el cuerno inferior del
ventriculo lateral y consta de tres regiones: los cuernos de Ammon, el giro dentado (4rea dentada
o fascia dentada) y el subiculo (Fig. 2). El hipocampo, debe su nombre al vocablo griego

hippokampus (“caballito de mar”), dado que su forma se asemeja.

cerebellum

? ™, spinal
Y 0 cord

brain stem

cerebral _
cortex

dorsal
hippecampus

" venural
hippocampus
subiculum

superior

right posterior

left

anterior

hypothalamus
olfactory inferior
bulb optic nerves

Figura 2. Diagrama del hipocampo de rata. En el dibujo de la derecha se muestra la organizacién tridimensional del hipocampo y
las estructuras relacionadas. En la derecha se muestran tres secciones coronales del lado izquierdo del hipocampo, con sus
coordenadas en el eje antero-posterior con respecto a bregma. CAl, CA2, CA3: cuernos de Ammon, DG: giro dentado, EC:
corteza entorrinal, f: férnix, s: polo septal del hipocampo, S: subiculo, t: polo temporal del hipocampo. Tomado de Foster et al.,
2006.
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En 1933, el anatomista Lorente de No subdividi6 el cuerno de Amoén en cuatro partes: CA1, CA2,

CA3 y CA4. El giro dentado se divide en banda exterior y banda interior.

Ramén y Cajal (1893) describié siete ldminas en el hipocampo, pero actualmente sélo se
consideran tres diferentes estratos: stratum moleculare, stratum lucidum y stratum oriens (capa

polimoérfica) (Fig. 3).

Dentate gyrus

oml

Figura 3. Corte horizontal de hipocampo de ratén. Se visualiza las diferentes capas del hipocampo de ratén por combinacion de
diferentes marcas fluorescentes. Las fibras musgosas de la regién hilar (h), capa granular (g), capa molecular interna (iml), capa
molecular externa (oml), fisura hipocampal (hf), capa de células piramidales (sp), estrato lucidum (sl). Tomado de Foster et al.,
2006.

La poblacién neuronal en el hipocampo incluye a las células piramidales (cuernos de Ammon),
las células granulares (en el giro dentado), las células intrinsecas (células polimoérficas, células de

canasta), interneuronas GABAérgicas y a las células musgosas (ubicadas en el hilus).

El giro dentado y los CA constituyen esencialmente el circuito trisindptico del hipocampo (Fig.
4). Las aferentes de la corteza entorrinal buscan las dendritas de las células granulares en el giro
dentado, donde se establece la primer sinapsis. Los axones de las células granulares forman las
fibras musgosas, la cuales se conectan con las células piramidales de CA3, siendo ésta la segunda
sinapsis.

Las neuronas piramidales de CA3 proyectan a CA1 formando la via de colaterales de Schaffer,
dando como resultado la tercera sinapsis. Las neuronas piramidales de CA1l proyectan su axén

hacia el subiculo, desde ahi retornan las proyecciones a la corteza entorrinal.
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Figura 4. Formacién hipocampal y sus principales aferencias. Linea rosada, fibras provenientes de la corteza entorrinal que
conectan con las dendritas de las células granulares; eferencias: linea verde, fibras que retornan desde el subiculum hasta la
corteza entorrinal; lineas rojas fibras musgosas que conectan las células granulares con las células piramidales de CA3,
conservando la estructura trisindptica en el giro dentado. DG (Giro dentado), Sb (Subiculum), MF (Fibras musgosas), PP (Via
perforante), LEC (Corteza entorrinal lateral), MEC (Corteza entorrinal medial). Tomado de Foster et al., 2006.

El giro dentado se ha dividido en cuatro capas: 1) la llamada capa molecular que esté libre de
células granulares, es donde proyectan las dendritas de las células granulares para hacer sinapsis
con las fibras de la via perforante, fibras axonales provenientes de la corteza entorrinal. También
se encuentran algunas interneuronas y fibras de una variedad de entradas extrinsecas que
terminan ahi, esta capa tiene un grosor de 250 um aproximadamente en la rata (Amaral et al.,
2007). 2) La principal capa de células, la capa de células granulares, estd conformado por
células granulares densamente empaquetadas, ademds se encuentran los somas de las células
piramidales en canasta inmersos en esta capa cercanos al borde adyacente a la capa de células
polimorficas (Fig. 4). El grosor de esta capa es equivalente a 60 pm aproximadamente (Amaral et
al., 2007). La capa de células granulares se ha divido en 3 capas de acuerdo a Esposito y cols
(2005), las cuales se denominan capa 1 (inner), capa 2 (middle) y capa 3 (outter) a partir de la
region interna del giro dentado (zona subgranular). La tercer capa de células corresponde a la
capa polimorfica, la cual se encuentra constituida principalmente por las células musgosas cuya
principal caracteristica es la ausencia de mielina en sus axones, estas células representan una via
alterna que conecta al giro dentado con CA3 (Amaral et al., 2007). La cuarta capa se denomina la
zona subgranular es una banda estrecha de tejido adyacente al giro dentado. Se encuentra ubicada
entre la capa de células granulares y el hilus (capa plexiforme o CA4). Descriptivamente la SGZ
es definida como una capa cuyo grosor es de 20 a 25 um, también es ampliamente considerada
como un nicho de proliferacion celular siendo un microambiente permisivo donde se lleva a cabo

la neurogénesis hipocampal, ademds contiene astrocitos con caracteristicas de glia radial (Seri et



al., 2001), células troncales putativas de ésta region, diferentes tipos de progenitores gliales y

neuronales.

2.1 Plasticidad sinaptica

Se puede definir a la plasticidad sindptica como cambios en la eficiencia sindptica que permiten
el fortalecimiento de las conexiones funcionales entre neuronas (Lynch, 2004). Ocurre a todos
los niveles, desde las modificaciones en la funcionalidad de un canal idnico, hasta las
caracteristicas morfolégicas de las neuronas, como es el caso de los cambios estructurales en las
conexiones sindpticas (dindmica conformacional de espinas dendriticas) y en la dindmica entre
células que conforman los circuitos, lo que incluye incluso neurogénesis como se verd mas
adelante. Estos cambios pueden persistir durante ventanas temporales que van en el orden de los

milisegundos hasta por afios.
2.1.1 Potenciacion a largo plazo

La potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) se define como un aumento estable
y duradero en la magnitud de la respuesta post-sindptica, después de que se han estimulado las
vias aferentes mediante la administracion de trenes de estimulacion eléctrica de alta frecuencia
(Bliss y Lomo, 1973). Este fendmeno pléstico fue descrito inicialmente en la via perforante (Fig.

5), que tiene aferencias en la corteza entorrinal y eferencias en el giro dentado y CA3.

A Experimental setup Recording B LTP in the hippocampus CA1 arca
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Figura 5. LTP en el hipocampo. A. Montaje experimental en el estudio de la LTP en la regién de CA1 del hipocampo. Las
colaterales de Schaffer fueron estimuladas eléctricamente y la poblacién de neuronas de piramidales es registrada. B.
Comparacién de la fase temprana y de la fase tardia de la LTP en una célula de la regién CA1 del hipocampo. La grafica muestra
la tasa de aumento de los potenciales post-sinapticos excitatorios (PPSE) de la célula en funcién del tiempo. La pendiente es una
medida de eficacia sindptica. Tomado de Bliss y Lomo, 1973.



El descubrimiento de la LTP demostré que durante el aprendizaje se producen cambios en las

sinapsis que modifican su eficiencia como consecuencia de la estimulacion.

La LTP se produce por la activacion de los receptores a glutamato de tipo a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA), que permiten la entrada
de Ca®* y Na' al interior de la célula. Se requiere de la entrada de una fuerte cantidad de Ca**

para inducir LTP.

En la LTP la modificacién en la eficiencia sindptica es dependiente de la actividad y se produce
en un tiempo breve, que luego puede consolidarse y durar hasta por afios (Thompson y Best,
1990). La LTP ha sido propuesta como modelo celular para explicar los mecanismos que
subyacen el aprendizaje y la memoria, ya que refleja como los ensambles pueden establecer la

capacidad de reproducir o dar lugar a la modificacién de los patrones de actividad a largo plazo.

Los eventos moleculares que ocurren como consecuencia de la activaciéon de receptores a
NMDA, dan lugar a cambios plésticos tempranos y tardios (Fig. 6). Al activarse los receptores
a NMDA se permite la entrada de Ca”, que provoca la activacion de diferentes cinasas
como la CaMKII, proteina cinasa C (PKC) o la tirosina cinasa. Al activarse éstas, fosforilan
diferentes proteinas de membrana entre las que se incluyen los mismos receptores AMPA
y NMDA que cambian sus caracteristicas funcionales y la eficiencia de la respuesta post-

sindptica (Kandel, 2001).

Estos eventos dan lugar a las modificaciones plasticas tempranas, ya que ocurren casi de
inmediato y tienden a ser transitorios. Los eventos plasticos tardios también son regulados por
las sefiales de calcio, pero implican la transcripcion de genes y la activacion de segundos
mensajeros como el AMP ciclico. Este funciona como un importante segundo mensajero, cuya
actividad regula a otras cinasas como es el caso de la protein cinasa A (PKA) que a su vez
regulan la actividad de proteinas que regulan la transcripcién de genes, como la activacién de

factores de trascripcion como CREB (Kandel et al. 2001).

Ademais de la evidencia que pueda aportar la LTP y los mecanismos que subyacen a ésta en el

hipocampo, esta estructura recibe informacién multimodal de la corteza cerebral a través de la
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corteza entorrinal, la evidencia experimental apunta a que puede asociar, retener, amplificar

y consolidar dicha informacion episddica (Holscher, 2003).
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Figura 6. Muestra los mecanismos moleculares por los cuales se produce y se mantiene la LTP a largo plazo, la cascada de
segundos mensajeros que inducen distintos cambios estructurales, entre los cuales se encuentra el crecimiento de nuevos contactos
sindpticos. Se observa la liberacién del neurotransmisor, la activacién de los receptores AMPA y NMDA, la entrada
masiva de calcio, la activacién de protefnas cinasas, la transcripcién de genes y la traduccién de diversos factores de regulacién
del crecimiento nervioso que pueden llevar, entre otras cosas, al engrosamiento o desarrollo de nuevos botones
sindpticos. El conjunto de estas reacciones moleculares en cadena, son las responsables de que la LTP modifique el peso de las
sinapsis y en consecuencia determine la facilitacion de la conduccién de la informacién por rutas especificas de la red neural
Modificado del Kandel et al. 2001.
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Una de las evidencias mds importantes del papel del hipocampo en el procesamiento de la
informacién espacial, fue el hallazgo de O’Keefe y Dostrovsky en 1971, en que demostraron que
existen neuronas en el hipocampo que se activan especificamente cuando el animal estd en una
localizacion determinada en el espacio; a estas células se les llam6 células de lugar (Fig. 7), las
cuales se consideran como aquellas que presentan un incremento en su tasa de disparo en
respuesta a un lugar especifico en el espacio. Las células que presentan caracteristicas de disparo
de células de lugar, son todas las células piramidales de las regiones del CAl, CA3 y las
granulares del GD (en el subiculum, también se han encontrado células que responden ante
estimulacidn espacial, principalmente a cambios en la direccion de la cabeza; y en la corteza
entorrinal células con multiples campos receptivos espaciales, denominadas células “grid”). Las
células de lugar, presentan un patrén de encendido que parece ser producto de la interaccién del
organismo con su medio, es decir, es informacion significativa para el organismo en su
interaccion con el espacio en el que se encuentre en dicho momento. Los estudios sugieren que
las células que presentan campos receptivos espaciales (“place fields”), al responder en conjunto
representan todas ellas el contexto espacial, o bien se puede decir que generan un mapa, como lo

habria sugerido Tolman (1948) y como lo interpreté O’Keefe y Nadel (1971).

Generation of a Place Cell map Spatial Cue

High
Frequency

Spatial
Cue

Low
Frequency

Neuronal
Firing
Figura 7. Representacién esquemdtica de una rata explorando un drea circular con sefiales externas. Dentro del drea circular se
encuentra un campo de lugar, que es el campo receptivo de una célula principal del hipocampo. La célula va incrementando la

tasa de disparo con forme el animal se acerca al centro del campo de lugar. La intensidad de color rojo en la barra ilustra el
incremento en la tasa de disparo de la neurona registrada.

Se ha propuesto que el giro dentado funciona como un separador de patrones de actividad
provenientes de la corteza entorrinal (McNaughton y Morris 1987) y que sus eferentes, las fibras

musgosas, son los detonantes de la actividad neuronal para las células piramidales de CA3. Otros
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sugieren también que el GD lleva a cabo esta tarea sobre todo durante el almacenamiento de la
informacién, que es cuando la interferencia con informacién previa tiene que ser resuelta (Treves
y Rolls, 1992; Treves, 2008). Dada las caracteristica de escasez de la respuesta en el GD y que la
adicién de nuevas neuronas puede contribuir a que las poblaciones neuronales que presenten un
sesgo en cuanto a su probabilidad de ser reclutadas (Ramirez-Amaya et al., 2006), se ha
propuesto que las nuevas neuronas pueden servir como separadores de patrones de actividad
neuronal ocurrida en episodios temporales distintos (Aimone et al., 2006) en el orden de

s€manas.

2.2 Genes de expresion inmediata temprana

Los genes de expresion inmediata temprana (GEITs) son aquellos cuya expresion se induce con
actividad neuronal e independientemente de la sintesis de proteinas. Se les considera
“inmediatos” porque su transcripcion es independiente de la sintesis de nuevas proteinas, es
decir, aquellos genes cuya expresion se induce aun en presencia de inhibidores de la sintesis de

proteinas como anisomicina se consideran genes de expresion inmediata (Worley et al., 1990).

2.2.1 Proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (Arc/Arg3.1)

Arc es un gen de expresion inmediata temprana, perteneciente a la familia de los genes efectores;
se considera como gen efector a aquel gen cuyo producto proteico tiene un efecto directo en el
metabolismo en la funcién celular. Se ha demostrado que la induccién de la transcripcion del
ARNm y la traduccién de la proteina Arc después de una exploracién de campo abierto forzada
ocurre especificamente en neuronas que participan en procesos de codificaciéon espacial

(Guzowski et al., 1999).

Arc es un gen con caracteristicas muy peculiares. Una de ellas, es que se expresa a consecuencia
de actividad sindptica (Lyford et al., 1995) y su ARNm se transloca rdpidamente al citoplasma
(30 minutos después de su expresion inicial). A consecuencia de estimulacién médxima, como

choques electroconvulsivos, se puede observar la expresion de Arc en practicamente todas las
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regiones cerebrales, 1o que sugiere que en principio se puede realizar un mapeo de la actividad

neuronal de todo el encéfalo con el uso de este método.

Una caracteristica muy singular es que el ARNm de Arc viaja a las regiones activas de las
dendritas, en donde ademds de acumularse puede ser traducido localmente (Steward y Worley,
2001) por medio de sistemas poliribosomales localizados en regiones distantes de las dendritas y

cercanos a regiones postsindpticas como en las espinas dendriticas.

La forma en la que participa Arc como un factor relevante para los cambios plasticos se estd
elucidando actualmente, algunos de los estudios se han hecho con relacién a la secuencia que
presenta Arc, en los que se ha demostrado que tiene una alta homologia con a-espectrina y co-
precipita con F-actina (Lyford et al., 1995). Estas moléculas son importantes proteinas del
citoesqueleto, lo que sugiere que Arc podria estar relacionado con la plasticidad estructural,
particularmente modificando la estructura de las espinas dendriticas, que es donde se localiza
(Moga et al., 2004). En congruencia con esta hipétesis, se ha demostrado en cultivos in vitro de
células del neuroblastoma sin diferenciar Arc induce el crecimiento de neuritas cuando interactia

con la subunidad a-CaMKII (Donai et al., 2003).

Recientemente, se ha demostrado una importante interaccién de Arc con endofilina y dinamina,
en las dendritas; esta interaccion induce la endocitosis de receptores AMPA en las dendritas
(Chowdhury et al., 2005). Esta funcién de Arc que regula a los receptores AMPA, es un
mecanismo importante que permite el escalamiento sindptico (Shepherd et al., 2005), mediante el
control exclusivo de las corrientes dependientes de AMPA (Rial et al., 2006), que permite el
mantenimiento de la LTP a largo plazo a través de una regulacién homeostatica de la respuesta

post-sindptica de toda la dendrita.

Todos estos datos, sugieren que Arc cumple un papel importante en formas persistentes de
plasticidad en las dendritas y sus sinapsis, por lo que este gen de expresiéon inmediata es
considerado como importante para la formacién de la memoria. La estructura cerebral en donde
se ha estudiado en mads detalle la expresion de Arc es el hipocampo, el cual es una de las

estructuras mds importantes para la formacién de la memoria.
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Sin embargo, se ha observado que después de la exploracion, las mismas células que expresan el
ARNm de Arc, lo traducen a proteina con alta eficiencia de traduccién (Ramirez-Amaya, et al.,
2005). En el giro dentado, la proporcion de células que responde a la exploracion expresando Arc
es muy escasa, alrededor del 2% de las células (Ramirez-Amaya et al., 2005; Rosi et al., 2005;
Chawla et al., 2005), coincidiendo con datos electrofisiol6gicos que también muestran una
respuesta notablemente escasa y en una proporciéon muy semejante (Leutgeb et al., 2007). Lo
anterior demuestra que la deteccion de la proteina de Arc al igual que su mRNA permite
identificar a las unidades celulares que responden a la conducta exploratoria con actividad

caracteristica de células de lugar (Ramirez-Amaya et al., 2005).

Sin embargo, con el fin de desarrollar estudios en la integracién de nuevas neuronas granulares
en el giro dentado se han utilizado genes de expresion inmediata (Ramirez-Amaya et al., 2006)
que estan relacionados con los eventos bioquimicos, moleculares y estructurales en la adquisicion

del aprendizaje y la memoria.

3. Neurogénesis en el hipocampo

Desde hace méas de 40 afios Joseph Altman (1965) demostré la incorporacion de timidina tritiada
en las células del giro dentado del hipocampo en ratas adultas. Posteriormente Kaplan (1977)
combiné autoradiografia y microscopia electrénica confirmando que la incorporacion de tritio se
da en células con caracteristicas ultraestructurales de neuronas. Con esto se rompié uno de los

dogmas mads grandes de las neurociencias:

“Las células nerviosas — a diferencia de todas las demds células de nuestro cuerpo — no
se dividen, no se mueren, no re-nacen” (Ramoén y Cajal en 1914, tomado de la revision de

1983).

Los métodos inmunohistoquimicos evolucionaron y permitieron combinar la caracterizacion de
los tipos celulares con la identificacion de las células que se han dividido, usando un andlogo de

timidina capaz de ser identificado inmunohistoquimicamente (del Rio y Soriano, 1989). Este
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andlogo se conoce como 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), el cual, al igual que la timidina, se
incorpora a las células durante la fase S de sintesis de ADN, lo cual permite identificar a las
células que han pasado por un proceso de divisién celular durante el tiempo de disponibilidad del
BrdU. El uso de BrdU y su deteccién con inmunohistoquimica fluorescente permitié combinar la
deteccion de células nuevas con un marcador especifico de neuronas como el NeuN (Mullen et
al.,, 1992). Con esta tecnologia se pudo finalmente demostrar contundentemente el cardcter

neuronal de las células en division en el cerebro adulto de mamiferos (Corotto, 1993).

Hoy en dia sabemos que las células que proliferan en el cerebro adulto de mamiferos dan lugar a
nuevas neuronas que podemos localizar principalmente en dos regiones del sistema nervioso, el
bulbo olfatorio y giro dentado en el hipocampo. Sin embargo, uno de los lugares en donde se
describié por primera vez la generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto, fue en el giro
dentado del hipocampo, y es aqui, donde se han llevado a cabo la mayor parte de los estudios de
neurogénesis encaminados a resolver la pregunta de la relevancia funcional de las nuevas

neuronas.

3.1 Proliferacion e integracion anatémica de las nuevas neuronas

Hay dos tipos de progenitores neurales que pueden ser reconocidos en la zona subgranular (SGZ)
de acuerdo a su morfologia y la expresion de marcadores especificos. Los progenitores
hipocampales Tipo I (astrocitos radiales) proyectan procesos radiales que sirven como guia
para que las células granulares viajen a través de la capa granular del giro dentado (Alvarez-
Buylla et al., 1993), hasta establecerse en un lugar y a partir de él extender sus dendritas hacia la

capa molecular y los axones hacia las dendritas de las células piramidales de CA3 (Fig. 8).

Los astrocitos radiales tienen la capacidad de transformar su destino de diferenciaciéon para dar
origen a los progenitores Tipo II, conocidos como células D (células multipotenciales), las cuales
pueden dar origen posteriormente a neuronas granulares o a células gliales (Zhao et al., 2008)

(Fig. 8).
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Estudios cuantitativos revelan que en el hipocampo del cerebro adulto de rata nacen 9000 células
por dia aproximadamente, contribuyendo con un 3.3% de las células granulares por mes o 0.1%

por dia (Cameron y McKay, 2001).

Figura 8. Neurogénesis en la zona subgranular. (A) Corte coronal de cerebro de ratén, con el fin de visualizar el hipocampo
(HP). El giro dentado (DG) se muestra marcado en negro. La SGZ del DG se muestra ampliada en (B). (B) Arquitectura de la
SGZ. Astrocitos (As, azul oscuro) Células nuevas migratorias sin diferenciarse (Células D, naranja), células granulares (Células
G, rojo). (C) Linaje de las nuevas células en la capa subgranular. Tomado de Alvarez-Buylla, et al., 1993.

Sin embargo, durante el periodo critico que se evidencia hasta el dia 30-45 después de la
proliferacion de estas nuevas células granulares, el 80% de estas mueren, esto se determiné al
observar una notable disminucién en el nimero de células marcadas con BrdU a lo largo del
tiempo después de la division (Fig. 9), y gracias a que se ha demostrado que la intensidad del
marcaje con BrdU no disminuye en las células marcadas con el transcurso del tiempo. De esta
manera se sabe que aproximadamente el 20% de las nuevas células granulares que nacen en el
adulto sobreviven y terminan exitosamente el proceso de maduracién y diferenciacion hasta por
11 meses (Kempperman et al., 2003).
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Figura 9. Curva de sobrevivencia de las nuevas células granulares. Se observa el decremento en el nimero de células producidas
en la SGZ observado en un experimento donde los animales fueron sacrificados en periodos temporales independientes entre 1 dia
y 11 meses. Tomado de Kempermann ez al., 2003.
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Con el uso de trazadores retrégrados se ha observado que las nuevas neuronas granulares que
sobreviven extienden sus axones en la trayectoria esperada (Stanfield y Trice, 1988) alcanzando

las dendritas de las células piramidales en la regién de CA3 (Hastings y Gould, 1999) (Fig. 10).

También sabemos que las nuevas neuronas desarrollan sus proyecciones dendriticas hasta
atravesar la capa de células granulares y alcanzar la zona molecular, a donde arriban las fibras
provenientes de la corteza entorhinal (Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006) y sus axones son
extendidos hacia las células piramidales de CA3 (Blackstad et al., 1970). El arbol dendritico y la
estructura axonal inicia su desarrollo una vez hayan transcurrido 14 dias a partir del nacimiento

de estas neuronas (Esposito et al., 2005) (Fig. 10).

Figura 10. Migracion de las nuevas neuronas a través de la capa granular del giro dentado. Se observa la migracién de células de
1-28 dias, estas células fueron marcadas con BrdU, una vez transcurrido el dia 14 se observa el desarrollo dendritico de estas
células que van madurando anatémicamente. Tomado de Esposito et al., 2005.

3.2 Integracion funcional de las nuevas neuronas a la red hipocampal

Se ha observado que, para que exista la integracion total de las nuevas neuronas se requiere el
establecimiento tanto de aferencias como eferencias dentro del circuito trisindptico neuronal

anteriormente descrito.

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que en el proceso de integracion, las nuevas células
granulares producidas en el hipocampo muestran una activacién ténica inicial debido al ambiente
GABAérgico y a las aferentes sindpticas que responden a este neurotransmisor de forma
depolarizante, posteriormente se observa entradas glutamatérgicas y finalmente los inputs

GABAZérgicos perisomadticos (Esposito et al., 2005).
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Después de una fase de maduracion prolongada, las nuevas neuronas exhiben propiedades
eléctricas y sindpticas que son indistinguibles de las células granulares maduras preexistentes, las

cuales fueron registradas electrofisiolégicamente (Laplagne et al., 2006).
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Figura 11. Desarrollo de las nuevas células granulares generadas en el hipocampo adulto. El neurotransmisor GABA se muestra
despolarizante al inicio de la maduracién, sin embargo, en etapas mds avanzadas se observa hiperpolarizante en las nuevas
neuronas. Tomado de Bischofberger et al., 2007.

El GABA (4cido-y-amino butirico) y el glutamato son los mejores neurotransmisores inhibitorios
y excitatorios respectivamente (Fig. 11), para las neuronas maduras en el cerebro adulto. Estos
neurotransmisores activan neuronas no solo en hendiduras sindpticas (activacién fasica), sino que
también difunden a diferentes distancias fuera de la sinapsis (activaciéon toénica) (Farrant y

Nusser, 2005).

También se ha demostrado que las neuronas sobrevivientes desarrollan propiedades
electrofisiol6gicas de neuronas y presentan respuestas ante la estimulacién que indica que sus
sindpsis son funcionales (van Praag, et al., 2002). El desarrollo de las caracteristicas
electrofisiologicas de las nuevas células granulares y su capacidad de responder a la estimulacion
entrante, coincide con lo que se ha observado anatomicamente. Las nuevas neuronas en el giro
dentado pasan por un periodo inicial en donde la célula no es capaz de responder a la
estimulacién entrante y su potencial de reposo es de (~ -41 mV), notablemente diferente al de una

célula madura (~ -70mV).

Los progenitores neurales en el hipocampo adulto y las neuronas inmaduras expresan receptores

GABA ionotrépicos funcionales. Las nuevas células granulares muestran un decremento gradual
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en la expresion de un tranportador de ClI: NKCCI1 (el cual importa CI” cuando la concentracion
intracelular de este i6n es baja), con un incremento en la expresion de un transportador de Cl:
KCC2 (el cual exporta CI" cuando la concentracién intracelular de este i6n es alta), durante su
proceso de maduracién (Ge et al., 2006). Como consecuencia, el GABA despolariza inicialmente
las nuevas neuronas inmaduras a causa de su alto contenido de CI, esta despolarizacion es

convertida gradualmente a hiperpolarizacion luego de un periodo de 2-3 semanas.

Andlisis electrofisiolégicos muestran la expresion de receptores ionotrépicos de glutamato en las
neuronas inmaduras. Estudios inmunohistoquimicos sugieren que las subunidades del receptor a
glutamato NR1 y NR2B son expresados en etapas tempranas durante la neurogénesis del adulto
(Nacher et al., 2007). Estos resultados sugieren un periodo critico para las nuevas neuronas, cuya
sobrevivencia depende de la competencia por receptores NMDA. Interesantemente, este periodo
critico coincide con el periodo de transicion de senalizacion de GABA excitatorio a GABA
inhibitorio. Las nuevas células granulares de 4-6 semanas después de su nacimiento, exhiben una
reducciéon en la induccién de umbrales e incrementan la amplitud de la LTP en respuesta a
patrones fisiolégicos de estimulacién (Ge et al., 2007). Este periodo critico estd asociado con la
contribucion sindptica regulada de NR2B contenido en los NMDARs (receptores NMDA) en las
nuevas neuronas adultas, si estos receptores que contienen esta unidad son inhibidos

farmacologicamente, el LTP es abolido completamente.

Las nuevas células granulares producidas en el hipocampo adulto muestran un nimero unico de
propiedades durante su proceso de maduracion e integracion que las distinguen de las neuronas
maduras pre-existentes, incluyendo (i) despolarizacion por GABA, ocurre en células con menos
de 3 semanas de nacimiento, (ii) aumento en la excitabilidad y baja inducciéon del umbral en el
LTP (2-4 semanas después del nacimiento), (iii) gran amplitud del LTP (entre 4-6 semanas de
desarrollo), (iv) formacion retrasada de inervaciones gabaérgicas perisomadticas (por encima de
las 4 semanas de desarrollo) (Esposito et al., 2005); estas propiedades aparecen probablemente en
eferentes sindpticos de las nuevas neuronas. Ademds, se observan dos periodos criticos en este
tipo de células, las cuales son sometidas a una integracion selectiva dependiente de actividad

dentro de los circuitos neuronales, incluyendo (i) sobrevivencia competitiva dependiente de
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NMDARESs entre la poblacion de las nuevas neuronas (2-3 semanas), (ii) aumento de la plasticidad

sindptica dependiente de NR2B de las nuevas neuronas (4-6 semanas) (Ge et al., 2008).

4. Procesamiento de informacion en las nuevas células granulares del hipocampo

En algunos trabajos desarrollados con el uso de un agente de metilaciéon del DNA conocido como
metilazoxymetanol acetato (MAM), se ha observado que la inhibicién de la proliferacion de
precursores neuronales en el hipocampo altera el aprendizaje de un condicionamiento de
parpadeo adquirido con un procedimiento de huella (Shors et al., 2001), pero en un trabajo
posterior este mismo grupo encontrd que el tratamiento con MAM disminuye la fuerza de la
respuesta condicionada en una tarea de miedo condicionado adquirido con un procedimiento de
huella, pero no afect6 otros aprendizajes que también son dependientes del hipocampo, como el
condicionamiento de miedo al contexto y una tarea de laberinto de agua de Morris (Shors et al.,
2002). Otros sin embargo, han encontrado que la reduccién del nimero de nuevas neuronas, con

otro método como la irradiacion, si altera una tarea espacial como el laberinto de agua de Morris.

Si bien estos hallazgos sugieren la necesidad de proliferacion para la correcta ejecucion de ciertas
tareas dependientes del hipocampo, no dejan claro cudl es el papel de las nuevas neuronas en el
procesamiento de la informacién episddica. Por esta razén, se cuenta con nuevas estrategias
metodoldgicas para abordar el problema del papel de las nuevas neuronas en el procesamiento de
informacién episddica. Este método de imagenologia consiste en detectar anatémica y
funcionalmente células que a consecuencia de la estimulacién conductual expresan GEIs. Con el
uso de inmunohistoquimica para identificar el gen efector de expresion inmediata Arc y la
obtencion de imdgenes con microscopia confocal se ha logrado identificar las nuevas neuronas

que responden a una conducta.

Ramirez et al., (2006) observaron que las nuevas células granulares responden a la conducta de
exploracion después de 5 meses de maduracion, lo cual sugiere que se integran a la red neuronal
de forma eficiente, ademds de que estas nuevas neuronas son mds sensibles a la conducta,
semejante a lo que han observado otros grupos en neuronas mds jovenes (Kee et al., 2007;

Tashiro et al., 2007).
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Sandoval y cols (2011) observamos que la expresién de Arc asociada especificamente a la
conducta ocurre hasta el dia 30 y con més claridad en el dia 45 (Fig. 12). Esto sugiere que durante
el proceso de maduracion de las nuevas neuronas, éstas se integran funcionalmente a la red de
manera efectiva contribuyendo al procesamiento de informacién en el hipocampo. Sin embargo,
el periodo de integracion funcional de las nuevas células puede ser disminuido a 15 dias con

ejercicio voluntario en ruedas de actividad (Bello et al., en preparacion).
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Figura 12. Porcentaje de células Arc positivas del total de la poblacién de células BrdU-NeuN positivas en exploracion de campo
abierto forzada. Animales expuestos a la caja de exploracién un dia (D1), 7 dias (D7), 15 dias (D15), 30 dias (D30), 45 dias (D45)
después de la inyeccion de BrdU. Las barras oscuras representan a los animales experimentales y las barras claras los controles. *
p<0.01 con respecto a su control. Tomado de Sandoval et al., 2011.
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El mapeo de la actividad de neuronas nuevas se ha convertido ahora en una herramienta util para
estudiar el papel de la neurogénesis en el procesamiento de informacién. Tashiro y colaboradores
(2007) utilizaron esta herramienta para evaluar si las neuronas que sobreviven con la exposicion
del animal a un ambiente enriquecido, eran o no capaces de responder posteriormente a este, y
encontraron que si son capaces de hacerlo, que algunas de las nuevas neuronas reclutadas
particularmente alrededor de la segunda semana, eran capaces de responder al ambiente
enriquecido pero no a una tarea de laberinto de agua. Mds recientemente, Trouche y cols (2009)
observaron que una tarea de laberinto de agua podia hacer que las neuronas jovenes (de 9 dias de
edad) tendieran a responder con mayor probabilidad durante un procedimiento de re-
entrenamiento (ocurrido en el dia 40) cuando las nuevas neuronas ya han madurado, sugiriendo
que las actividad neuronal durante los periodos de inmadurez puede marcar a las células que
responderdn en la memoria a largo plazo. Estos trabajos son solo algunos de los ejemplos de lo

que esta tecnologia permite explorar, lo que nos permite entender que estamos listos para
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confrontar preguntas relacionadas al procesamiento de informacién en el hipocampo y

particularmente el papel del giro dentado.

4.1 Modelo computacional de Weisz y Argibay

Existen una serie de trabajos con multiples técnicas que tratan de elucidar la funcién de las
nuevas células granulares en el hipocampo, sin embargo, los modelos matemdticos logran
postular hipétesis experimentales y verificables con el objetivo de esclarecer las funciones
bioldgicas.

En este orden, el hipocampo es susceptible a este tipo de modelos, es decir, tiende a ser
relativamente preservado a lo largo de la escala filogenética y la arquitectura de la red es

relativamente fécil de ser simulada en un enfoque neurocomputacional (Weisz yArgibay, 2009).

Este modelo se bas6 principalmente en las caracteristicas del modelo computacional del
hipocampo propuesto por Treves y Rolls en 1994, (Fig. 13) en este modelo introducen procesos
que no se habian tenido en cuenta como la generaciéon de nuevas neuronas, en donde la
simulacién de la neurogénesis ocurre en un evento fisioldgico y de esta manera se infiere los
efectos de la generacion de nuevas neuronas en la funciéon hipocampal en relacién a memorias

episddicas.

Figura 13. Modelo computacional de la conectividad del hipocampo. La corteza entorrinal (EC), el giro dentado (DG),
subregiones cuernos de Amon (CA1l, CA3). Se muestra el circuito trisindptico del hipocampo y en recuadros se resaltan las
caracteristicas que se tuvieron en cuenta para cada regién del hipocampo. El niimero de células, la conectividad y la escasez de
cada region son mostradas en esta figura. En azul oscuro se muestran las nuevas células granulares (aquellas que nacen en la
etapa adulta). Tomado de Weisz y Argibay, 2009.
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Teniendo en cuenta cada una de las caracteristicas fisiologicas, se compararon tres grupos
experimentales en la evocaciéon de una memoria episddica remota y una memoria reciente (Fig.
14), uno de estos sistemas consiste en un sistema en el cual el giro dentado contiene 1000
neuronas aproximadamente en el cual no hay la generaciéon de nuevas neuronas, en otro sistema
el giro dentado tiene 1300 neuronas en donde 300 de ellas son afiadidas con respecto al primer
grupo pero no son nuevas neuronas y en el tercer sistema el giro dentado contiene 1300 neuronas
de las cuales 300 son nuevas neuronas con caracteristicas tan importantes como su bajo umbral
para la inducciéon del LTP (Schmidt-Hieber et al., 2004), cuya caracteristica las hace maés

plasticas (Ramirez-Amaya et al, 2006).

Los datos indicaron que la evocacién de la memoria reciente es mas eficiente en aquel sistema en
el cual el giro dentado contiene 1300 neuronas de las cuales 300 son nuevas neuronas;
evidentemente, esta eficiencia se ve incrementada a medida que aumentan los patrones de
discriminacion (Fig. 14A), es decir, el niimero de objetos utilizados en la tarea conductual; en los
otros dos sistemas considerados la eficiencia en la evocaciéon de memorias recientes decrementa

conforme aumenta el nimero de patrones a discriminar.
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Figura 14. Modelo computacional en condiciones fisioldgicas en el procesamiento de informacién episédica con 3 grupos de
sistemas. A. Memoria reciente. B. Memoria remota. Las flechas blancas indican p<0.01 y la fecha negra indica p<0.05 obtenidas
con una ANOVA, n=20 ensayos conductuales. Tomado de Weisz y Argibay, 2010.

Sin embargo, durante la evocacién de la memoria remota, se observé que las nuevas neuronas no

tienen un importante papel en el procesamiento de informacion episddica, a medida que
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aumentaron los patrones a discriminar también decremento la eficiencia en la evocacién de la

memoria (Fig. 14B).

Con este modelo computacional se concluye que la neurogénesis tiene un importante papel en el
incremento de la capacidad de la red hipocampal para el procesamiento de la informacién nueva,
esto se le atribuye a las caracteristicas predominantes de las nuevas neuronas, dando asi al

organismo una dindmica de adaptacion al ambiente.

4.2 Inhibicion de la proliferacion de las células precursoras en el hipocampo

En busqueda de elucidar la funcionalidad de las nuevas células granulares generadas en el
hipocampo en la edad adulta se han utilizado algunas técnicas para la inhibicién de la
neurogénesis en la rata y en el ratéon adulto entre las cuales se encuentran la inhibicién con
irradiacién, administracion de MAM en la SGZ, ablacion genética de las células precursoras en la
SGZ, bloqueo del ciclo celular de los progenitores neuronales e inhibicion de la via de
senalizacion Wnt. Jessberger y cols, (2009) inhiben la generacion de las células progenitoras de
las nuevas neuronas en ratas adultas con la administracion de un lentivirus que expresa Wnt
dominante negativo (dAnWNT) que inhiben la via de sefializacién Wnt, la cual juega un papel muy

importante en la generacién de nuevas neuronas en el giro dentado del animal adulto.

Sin embargo, el método no logré inhibir por completo la generacion de las nuevas células
granulares, se encontré una alta variabilidad en el grado de inhibicién de las células precursoras
hipocampales obteniendo una alta inhibicién en aquellos animales donde se encontré menos del
35% de células doblecortina (DCX) positivas con respecto a los animales control (26% células
nuevas en promedio con respecto al control) y una baja inhibicién en aquellos animales en los
cuales se encontré un porcentaje de células positivas a DCX superior al 35% (promedio de 85%

células nuevas en promedio con respecto al control) (Fig. 15A).

Posteriormente se observo el impacto de la inhibicion en las generacion de las nuevas neuronas
en procesamiento de informacion durante la evocacién de una memoria reciente (I minuto, 3

horas) y una memoria remota (4 semanas) en la tarea de reconocimiento de objetos.
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Figura 15. A. Inhibicién de la neurogénesis en la rata adulta. Cada circulo representa el conteo de células doblecortina (DCX)
positivas de cada animal expresado como porcentaje de la media del conteo de células DCX positivas del grupo control. B.
porcentaje de preferencia del objeto novedoso durante la prueba de evocacion de la tarea de reconocimiento de objetos. * p <
0.05. Tomado de Jessberger et al., 2009.

Sin embargo, se obtuvieron resultados confusos pues la alta inhibicién de la neurogénesis afecta
la evocacidon de la memoria reciente de 3 horas, este efecto se observa hasta las 4 semanas, no
obstante este efecto no es significativo con respecto a los grupos controles; por el contrario en los
animales donde hubo una baja inhibicion de la neurogénesis se vio incrementada la evocacion de

las memorias recientes (3 horas) (Fig. 15B).

Debido a la cantidad de irregularidades con algunas técnicas como son la inhibiciéon de la
neurogénesis hipocampal con drogas (MAM), irradiacion (rayos X) y la inhibicién de la via Wnt,
las cuales poseen poca precision como lo demuestra este tipo de trabajos es util utilizar la
deteccion de genes de expresion inmediata temprana como Arc en la integracidon de las nuevas

neuronas granulares en las redes hipocampales durante el procesamiento de informacion.

5. Tarea de reconocimiento de objetos

La memoria de reconocimiento de objetos es considerada como una prueba comin de memoria
declarativa, en la cual podemos definir a la memoria declarativa como la memoria de hechos y
eventos, que normalmente se divide en memoria episddica (memoria de eventos) y memoria
semdntica (memoria para la informacién general) (Squire y Zola-Morgan, 1988). A su vez

24



involucra en el procesamiento de informacién a una variedad de procesos cognoscitivos

necesarios para la integracion de informacién multimodal.

La tarea de reconocimiento de objetos es un paradigma conductual para roedores en donde se
evaluia la memoria declarativa y con la cual se ha contribuido en gran medida a la comprensién de
las bases neurobioldgicas de la memoria (Ennaceur y Delacour, 1988). En este paradigma
conductual se observa la tendencia natural de las ratas para explorar estimulos nuevos con
respecto a estimulos familiares. La ventaja de la tarea de reconocimiento de objetos es que no se

requiere un pre-entrenamiento y no involucra ningin programa de reforzamiento.

Este paradigma conductual generalmente solo requiere una sesién de adquisicion y una de prueba
de retencidn, sin embargo, la informacién adquirida en una sesion de entrenamiento solo puede
ser evocada hasta un periodo maximo de 48 horas con un buen nivel de ejecucién o hasta 72

horas con un menor nivel de retencién (Balderas et al., 2008).

Se considera que la tarea de reconocimiento de objetos es dependiente de estructuras del 16bulo
temporal medial, en las cuales se incluye el hipocampo, la corteza entorrinal, la corteza perirrinal

y la corteza parahipocampal (Squire y Zola-Morgan, 1991).

Se consideran dos formas de la tarea de reconocimiento de objetos, una de ellas es la tarea de
reconocimiento de objeto novedoso y la otra es la tarea de reconocimiento de objetos dependiente

de lugar (Mumby, 2001).

5.1 Tarea de reconocimiento de objeto novedoso

En general la tarea de reconocimiento de objeto novedoso consiste en dos fases, en la primera
fase el animal es colocado en un ambiente con dos objetos a familiarizar, los cuales se conocen
como “objetos muestra”, después de esta exposicion el animal es colocado en su caja habitacion
por un periodo de retencién. En la segunda fase, el animal es colocado nuevamente en el
ambiente que contiene dos objetos, siendo uno de ellos el objeto muestra y el otro es un “objeto
novedoso”. El animal explora en mayor proporcion el objeto novedoso (Ennanceur y Delacour,

1988).
25



Se cree que en esta variable del paradigma conductual de reconocimiento de objetos es mas

dependiente de corteza perirrinal (Oliveira et al., 2010).

5.2 Tarea de reconocimiento de objetos dependiente de lugar

En esta segunda forma de ejecutar la tarea de reconocimiento de objetos el procedimiento es muy
similar a la tarea de reconocimiento de objeto novedoso; también se divide en dos fases, en la
primera el animal es expuesto al ambiente en donde se le colocan los dos “objetos muestra” a
familiarizar. En la segunda fase el animal es nuevamente colocado en el mismo ambiente con los
mismos objetos muestra, sin embargo, la ubicacién de uno de ellos cambia con respecto al
espacio. El sujeto experimental tiende a explorar en mayor proporcidon a aquel objeto que fue

cambiado de posicion (Oliveira et al., 2010).

Se ha sugerido que esta forma de la tarea de reconocimiento de objetos es mas dependiente de
hipocampo (Stupien et al., 2003) debido al cambio de posicién del objeto en el contexto, la
novedad en el roedor es causada por la nueva ubicaciéon del objeto con respecto a la
configuracién espacial que habia construido el animal con anterioridad en la primer fase de la

tarea.

5.3 Papel del hipocampo en la tarea de reconocimiento de objetos

Actualmente existe controversia acerca del papel del hipocampo en el procesamiento de
informacién de la tarea de reconocimiento de objetos (Winters et al., 2008; Bussey y Angleton,
2002; Oliveira et al., 2010), sin embargo, se han encontrado evidencias de que existe una funcion
de disociacion entre la corteza perirrinal y el hipocampo (Winters et al., 2008), cuya disociacion
se ha observado cuando se afecta el funcionamiento de una de estas estructuras sin afectar el
funcionamiento de la otra, por ejemplo, en algunos trabajos se ha lesionado la corteza perirrinal
sin afectar el procesamiento de informacion espacial en el animal cuyos experimentos sugieren
que hay una competencia entre las dos estructuras, pues, en el caso en el cual se lesiona una sola

region se ve aumentada la funcién de la otra. Sin embargo, se han observado otros grupos de
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experimentos en donde se han realizado lesiones neurotoxicas en estas dos estructuras

provocando una alteracion negativa en la ejecucion de la tarea de reconocimiento de objetos.

También se ha demostrado que bajo condiciones estrictas de distribucién en el paradigma
conductual, un hipocampo intacto no es esencial para la ejecucion de la tarea de reconocimiento
de objetos, lo cual sugiere que el hipocampo contribuye en gran medida en este paradigma
conductual en cuanto a la ubicacién del organismo con respecto al espacio (Forwood et al.,

2005).

La corteza perirrinal y postrinal tienen proyecciones en paralelo hacia el hipocampo. Esto valida
con alta probabilidad que el hipocampo estd involucrado en la integracién de la informacién viso-
espacial del objeto. Con esto se infiere una asociacién entre las tres estructuras que subyacen la

formacion de memorias episddicas complejas (Bussey y Angleton, 2002).

En trabajos un poco mads recientes se ha reportado que en la inactivacion del hipocampo
utilizando muscimol (agonista de receptores GABA A) se afecta el reconocimiento de objetos
espacial, pues el animal no es capaz de reconocer cual fue el objeto desplazado observdandose en

igual tiempo de exploracién para todos los objetos (Fig. 16) (Oliveira et al., 2010).
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Figura 16. Inyecciones intrahipocampales de muscimol administradas inmediatamente después de la sesién de adquisicién. AC:
tiempo exploracién objeto C, AB: tiempo exploracién objeto B, AA: tiempo exploracién objeto A. n= 10 *p<0.05. Tomado de
Oliveira et al., 2010.

En otros experimentos en donde se ha observado la expresion de GEITs como es el caso de c-Fos

en la tarea de reconocimiento de objetos la cual fue ejecutada en sus dos variables; en una de
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ellas la rata es sometida a dos estimulos visuales iguales, los cuales son familiarizados y el dia de
prueba se cambia uno de ellos por un estimulo visual novedoso (Fig. 17); en la segunda forma de
la tarea conductual, el animal es expuesto a 3 estimulos visuales diferentes y el dia de la prueba
cambia la configuracion de los estimulos con respecto al espacio, pero siguen siendo los mismos
que fueron expuestos durante la adquisicién. Se observé mediante la activacion de c-Fos que
estructuras como el l6bulo temporal y la corteza perirrinal responden ante la novedad del
estimulo de la primer variante de la tarea conductual, pero esto no ocurre en el hipocampo. Sin
embargo, en la segunda variante de la tarea en donde los 3 estimulos son familiares y solo varia la
posicion de ellos ante el contexto, se encontré que subregiones del hipocampo como CAl y GD
expresan c-Fos, lo cual sugiere que estdn implicadas en el procesamiento de este tipo de

informacién (Wan et al., 1999) (Fig. 17).
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Figura 17. Expresién de c-Fos en dos tipos de tarea de reconocimiento de objetos. Superior derecha y superior izquierda,
estimulos utilizados en la tarea de reconocimiento de objetos. Inferior derecha e inferior izquierda, conteos normalizados de c-Fos
en regiones cerebrales en las dos formas de la tarea conductual (objeto novedoso y cambio de configuracién con respecto al
contexto). SC: coliculo superior, V1: corteza visual primaria, OCC: corteza occipital, TE: 16bulo temporal, PRH: corteza

perirrinal, PoORH: corteza posrrinal, ENT: corteza entorrinal, CAl: cuerno de Ammon 1, CA3:cuerno de Ammon 3, GD: giro
dentado, Sub: subiculo. Diferencias entre grupos * p <0.05; ** p < 0.01. Modificado de Wan et al., 1999.

En el trabajo de Brown y Aggleton (2001) se plantea un modelo de flujo de informacién en el
cual muestra que el hipocampo estd implicado en el procesamiento de informacién de

reconocimiento de objetos pues la corteza entorrinal le envia informacion acerca de la novedad y
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el hipocampo procesa informacion de familiaridad y ubicacién de estimulos con respecto al

contexto (Fig. 18).

P
| Hippacampus DG/CAT-3 | Subiculum |
Rat brain, lateral view [
— Polysensory
- Cingulate
Entorhinal | Retrosplenial
( Frontal
Perirhinal 35/36 Pastrhinal
POR
R Olfaction | | Auditory Visual Somatosensory
Temporal Occipital Visuo-spatial
Temporal Parietal
")

Figura 18. Conectividad en el procesamiento de informacién en la tarea de reconocimiento de objetos. Diagrama de conexiones
que muestra las rutas paralelas de informacién sensorial que alcanza la corteza y el hipocampo en el procesamiento de
informacién de reconocimiento de objetos. Corteza perirrinal (novedad), hipocampo (contexto y familiaridad). D: dorsal, C:
caudal, V: ventral, R: rostral, POR: corteza posrrinal, rs: sulco rinal, EC: corteza entorrinal, Te2: corteza temporal 2, Te3:
corteza temporal 3, 35: drea de Broadmann 35, 36: drea de Broadmann 36. Modificado de Brown y Aggleton (2001).
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JUSTIFICACION

Durante los tultimos afios una gran cantidad de investigaciones se han encaminado a dilucidar la
funcion de las neuronas granulares que nacen en la zona subgranular del giro dentado en el
hipocampo. Por ejemplo, se han hecho experimentos donde se caracteriza electrofisiolégicamente
a estas nuevas neuronas granulares y se ha demostrado que sus inputs sindpticos son funcionales
y pueden sufrir modificaciones sindpticas (van Praag et al., 1999; Schmidt-Hieber et al., 2004); se
ha recurrido también a la inhibicién de la proliferacion de las células precursoras neuronales en la
zona subgranular y se ha observado que ésta altera la ejecucion de tareas dependientes del
hipocampo (Jessberger et al., 2009; Shors et al., 2002); asi mismo, se ha observado que estas
nuevas neuronas responden ante conductas como lo son la exploracién en una caja de campo
abierto (Ramirez-Amaya et al., 2006), durante la adquisicién y evocacion de una tarea de

laberinto de agua de Morris (Kee et al., 2007), entre otras.

Por otro lado, se han propuesto modelos computacionales que han tratado de interpretar la
funcionalidad de estas nuevas neuronas en los cuales se ha propuesto que las nuevas neuronas
responden en mayor proporcién en la evocacién de memorias recientes (Weisz y Argibay,
2009), lo que coincide con los resultados de un experimento de alta y baja inhibicion de la
neurogénesis afecta la prueba retencion de una tarea de reconocimiento de objetos a corto plazo
(Jessberger et al., 2009). Sin embargo, la mayoria de técnicas utilizadas para la inhibicién de la
neurogénesis en el hipocampo afectan de forma indirecta la conducta del animal, lo cual sugiere
que se deben de buscar otras técnicas para el estudio de estas nuevas neuronas y su participacion

en el procesamiento de informacién de memorias episddicas.

Este trabajo de investigacidn busca contribuir con datos obtenidos a partir de una herramienta que
utiliza GEITs como es el caso de Arc, el cual es considerado indicador de actividad neuronal que
puedan sugerir alguna funcionalidad de estas nuevas neuronas granulares en la ejecucion de tarea
de reconocimiento de objetos. De esta manera, consideramos muy importante intentar resolver

algunas preguntas:
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/;Las nuevas neuronas granulares responden en mayor proporcion a la prueba de
retencion de una memoria reciente o una memoria remota mediante la ejecucion de la tarea de

reconocimiento de objetos?

JEl nimero de nuevas células granulares que expresan la proteina de Arc se
correlaciona con la eficiencia del animal en la ejecucion de la tarea de reconocimiento de

objetos?

HIPOTESIS

1. Ho: No habra correlacion entre el nimero de nuevas células granulares que expresan la
proteina de Arc y la eficiencia de los animales en la ejecucion de la tarea de

reconocimiento de objetos.

H1: Habra correlacién entre el nimero de nuevas células granulares que expresan la
proteina de Arc y la eficiencia de los animales en la ejecucion de la tarea de

reconocimiento de objetos.

2. Ho: No se encontrard un mayor nimero de nuevas células granulares que expresan Arc en
la prueba de retencion de memoria reciente en la ejecucion de una tarea de

reconocimiento de objetos.
H1: Se encontrard un mayor nimero de nuevas células granulares que expresan Arc en la

prueba de retencion de memoria reciente en la ejecucion de una tarea de reconocimiento

de objetos.
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OBJETIVO GENERAL

Observar el nimero de nuevas células granulares que expresan la proteina de Arc en la prueba de
retencion remota o reciente de la tarea de reconocimiento de objetos y determinar si la cantidad
de estas nuevas neuronas granulares Arc positivas se correlaciona con la eficiencia de los

animales en la ejecucion de este paradigma conductual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar el nimero de nuevas células granulares que traducen la proteina Arc ante una
prueba de retencién de memoria reciente y memoria remota con objeto familiar y con

objeto novedoso.

2. Observar si hay alguna correlacion entre la eficiencia en la ejecucion de la tarea de
reconocimiento de objetos y el nimero de nuevas neuronas granulares que expresan la

proteina de Arc en una prueba de memoria de reconocimiento de objetos.

3. Evaluar la ubicacion de las nuevas células granulares que presentan la proteina Arc en las
diferentes capas de la capa granular del giro dentado en el hipocampo en los diferentes
grupos experimentales (control, exploraciéon de contexto, prueba de retencion de la tarea

de reconocimiento de objetos con objeto familiar y objeto novedoso).

4. Observar el nimero de neuronas granulares NeuN positivas que expresan la proteina de
Arc en la prueba de retencién de una memoria reciente y remota en la ejecucion de la

tarea de reconocimiento de objetos con objeto familiar y con objeto novedoso.

5. Determinar la ubicacién de las células granulares NeuN positivas que presentan la
proteina Arc en las diferentes capas de la capa granular del giro dentado en el hipocampo
en los diferentes grupos experimentales (control, exploraciéon de contexto, prueba de

retencion de la tarea de reconocimiento de objetos con objeto familiar y objeto novedoso).
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SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos bioéticos del Instituto
de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México para el uso de animales
experimentales, de acuerdo con las normas estipuladas en la “Guide for care and use of

laboratory animals” del instituto nacional de salud (sigla en inglés NIH) (1996).

Animales. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 4 meses de edad (edad 6ptima para la
ejecucion de conductas), con un peso aproximado de 500 g, obtenidos del bioterio del Instituto de
Neurobiologia UNAM. Los animales fueron separados en cajas individuales con agua y comida
ad libitum. Se mantuvieron en un cuarto sono- amortiguado con temperatura controlada entre 22
y 24 °C y bajo un ciclo invertido de 12:00-12:00 horas (oscuridad/luz), de 9 am-9 pm. Una vez
que los animales se aclimataron al vivario del laboratorio, fueron manipulados durante 2 sesiones
diarias, de 5 minutos cada una, por un periodo de 7 dias. En las sesiones de manipulacion, el
animal fue extraido de la caja habitacién y fue envuelto en una toalla dentro de la cual se
introdujo la mano del investigador y fue acariciado, esta manipulaciéon se realizé con el

investigador de pie y en movimiento suave para acostumbrarlos al desplazamiento.

Materiales y Métodos

Administraciéon de BrdU

Los animales fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis de BrdU de 200 mg/kg de
peso del animal en 4 administraciones, cada 4 horas por dia; durante un periodo de 7 dias. El

BrdU fue disuelto en solucién salina 0.15 M, pH 8,5 a una temperatura de 37 °C.

Las ratas se mantuvieron en su caja habitacion durante 45 dias después de la ultima

administracién de BrdU, para su posterior experiencia conductual.
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Tarea de reconocimiento de objetos

La tarea de reconocimiento de objetos se realizé en un cuarto sono-amortiguado, con luz tenue
(regulable), temperatura controlada (22-24 °C), con ruido blanco (gradiente de frecuencias entre
20 Hz y 20 KHz). Se utiliz6 una caja de campo abierto hecha en acrilico (45 x 45 x 45 cm),
forrada externamente con foamy negro, con el piso cubierto de aserrin (1 cm). Se colocé una
videocdmara encima de la caja a nivel del techo del cuarto para grabar todas las sesiones
conductuales. Los objetos a discriminar fueron focos blancos (6-cm didmetro y 11-cm largo) y

frascos transparentes de vidrio (9, 13, 15 cm de alto y 4, 7, 8 cm de didmetro) (ver apéndice).

Cuando uno de los objetos fue presentado mds de una vez a la rata, se utilizaron copias
idénticas para evitar que el reconocimiento de los objetos hubiese sido por la representacion
del objeto per se. Todos los objetos se fijaron al piso con Velcro, para evitar que fueran
desplazados por las ratas, los objetos fueron ubicados a 10 cm de la pared, separados entre ellos

por una distancia de 8 cm .

Para evitar sefiales olfativas los objetos fueron limpiados con etanol al 70% y el aserrin de la
caja fue removido después de cada ensayo. En cada sesi6on los animales fueron transportados
al cuarto experimental 1 hora antes del inicio de cada sesion conductual y se dejaron 1
hora después de finalizar cada sesion con el fin de evitar condiciones de estrés que pudieran

afectar la ejecucion de la tarea, asi como la consolidacion de la misma.

Durante todas las fases, la rata fue ubicada en la caja mirando hacia la pared opuesta al lugar
donde se colocaron los objetos, para evitar inducir alguna tendencia hacia alguno de los

objetos.

Los animales fueron habituados (libre exploracién) por 3 minutos diariamente, durante 5 dias a la
caja sin objetos en donde se ejecuto la tarea de reconocimiento de objetos, con el fin de disminuir
mayoritariamente el estrés y/o ruido causado por la exploraciéon del contexto que pudiera ser

atribuido a la exploracion de los objetos.
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Durante la adquisicion de la tarea de reconocimiento de objetos se colocaron 3 objetos a
familiarizar por 10 minutos diariamente, durante 5 dias; en cada sesion los objetos fueron
cambiando de lugar para obtener combinaciones diferentes (Tabla 1), una vez terminada la sesion
de 10 minutos los sujetos fueron colocados en su caja habitacién. El nimero de objetos a
discriminar fue incrementado con respecto a la tarea de reconocimiento normalmente reportada
(2 objetos) con el fin de que el sujeto experimental tenga la posibilidad de tener un mayor nimero
de patrones expuestos; pues segin Weisz y Argibay (2009) en su modelo computacional muestra

que a mayor nimero de patrones se observa una mayor recuperacion de memorias recientes.

Sesion Combinacion Objetos
1 A-B-C
2 B-C-A A: Bombillo Espiral
3 C-A-B B: Bombillo Redondo
4 B-A-C C: Bombillo Herradura
5 A-C-B

Tabla 1. Combinaciones de objetos utilizadas en cada una de las sesiones de la fase de adquisicién de la tarea de reconocimiento
de objetos.

En la prueba de retencion de la tarea de reconocimiento de objetos se cambia un objeto familiar
por un objeto novedoso, la exploracion fue por 3 minutos por sesion; se hicieron 3 sesiones con
un intervalo de 10 minutos. En cada sesion los objetos fueron cambiados de lugar con el fin de

obtener combinaciones diferentes, el novedoso fue diferente para cada sesion (Tabla 2).

Sesion | Combinacién Objeto Familiar Objeto Novedoso
1 A-D-C A: Bombillo Espiral D: Frasco (Gerber)
2 B-A-E B: Bombillo Redondo E: Frasco 15 cm
3 F-C-B C: Bombillo Herradura | F: Botella 10 cm

Tabla 2. Combinaciones de objetos utilizadas en cada una de las sesiones de la prueba de retencién de la tarea de reconocimiento
de objetos.

Enla conducta de exploracion se considera que el animal dirija su nariz en direccion del objeto
a una distancia <1 cm y/o que lo toque con la nariz. Los animales que tengan un tiempo total
de exploracion <10 segundos, ya sea en la fase de adquisicion o en la prueba de memoria,

no se excluyeron del andlisis aunque se ha reportado que estos animales no ejecutan
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adecuadamente la tarea (Balderas et al., 2008), sin embargo son requeridos para observar si existe
una correlacion entre la eficiencia de ejecucion de la tarea y el nimero de células que expresen

Arc.

La tarea de reconocimiento de objetos fue analizada post ejecucion, mediante la observacion de
los videos registrados. Se obtuvo un indice de exploracion para cada objeto utilizado, mediante la

férmula:

B Tiempo de exploracion objeto (x)
" Tiempo total de exploracién de los objetos

Un indice de exploracién superior a 0,333 en la prueba de retenciéon para un objeto indica

preferencia hacia ese objeto.

Sacrificio y extraccion del cerebro

Los sujetos experimentales fueron decapitados 60 minutos después la primera sesioén de la prueba
de retencion de la tarea de reconocimiento de objetos. Los cerebros fueron extraidos rapidamente
(120-180 segundos) y fueron sumergidos en 2-Metilbutano (sigma) contenido dentro de un vaso
colocado en un bafio de alcohol etilico natural en hielo seco. Los cerebros congelados fueron
envueltos en papel aluminio en donde se marcaron los datos del animal y se almacenaron en un

congelador a -70°C.

Bloqueo

Con el uso de una matriz de acero inoxidable, fue cortado el cerebro congelado y se obtuvo un
trozo de tejido nervioso de un solo hemisferio con 10 mm de grosor en el eje antero-posterior que
contiene practicamente todo el hipocampo (Fig. 19A). En los trabajos realizados en nuestro
laboratorio no se ha observado diferencias en la proporcion de células que expresan Arc después
de la conducta entre los dos hemisferios. Por lo tanto, se pueden usar indistintamente o todos los

hemisferios derechos o todos los hemisferios izquierdos de los animales de los diferentes grupos.
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Cada trozo de tejido nervioso congelado que incluye el hipocampo de cada animal, se colocé en
un molde de plastico (Electron Microscopy) en el que se pueden acomodar hasta 8 hemisferios
(Fig. 19B), una vez colocados los 8 hemisferios se aplica medio crioprotector (OCT Tissue Tek)
y se espera a que se congele rdpidamente (cominmente con la ayuda de hielo seco) (Fig. 19C). El
producto de esta operacion se considera un bloque de cerebros. Cada bloque de cerebros incluye
un animal de los diferentes grupos, para aquellos experimentos en los que se tienen hasta 8
diferentes grupos, cada bloque incluird un animal de cada uno de todos los grupos. En los
experimentos en los que el nimero de grupos es mayor a 8 debido a la existencia de diferentes

fases, se realizard un bloque por fase.

Figura 19. Proceso de elaboracién del bloque. A. Seccionamiento de un cerebro en la matriz de acero inoxidable. B.
Hemicerebros de 10mm de grosor que contienen el hipocampo en un molde de plastico. C. Molde de pldstico que contiene 8
hemicerebros embebidos en un medio crioprotector OCT Tissue Tek. Fuente autor.

Este procedimiento nos permite tener todos los animales de los diferentes grupos en la misma
laminilla después de la crio-seccion y por lo tanto, podemos comparar con alta confiabilidad los
resultados histolégicos de los diferentes grupos de animales, reduciendo notablemente la

variabilidad debida a los procedimientos histolégicos.

Crioseccion

Los bloques fueron seccionados a 20 pm en un criostato (Fig. 20) a una temperatura entre -16 °C
y — 18°C. Los tejidos fueron montados en laminillas silanizadas y se dejan secar durante un dia a
temperatura ambiente. Posteriormente las laminillas se guardaron en cajas envueltas en pldstico
para evitar que entre humedad y se almacenan en congeladores a -70°C una semana antes de ser

procesados para inmunohistoquimica.
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Figura 20. Montaje del bloque en el criostato. En la izquierda se observa un bloque que contiene 8 hemicerebros montado en el
criostato, los cortes del tejido es de 20 pm. En la derecha se observa un diagrama en el cual se ilustra la ubicacién de los
hemicerebros en el bloque, a cada hemicerebro se le asigna una letra para evitar manipulacién de los datos. Fuente autor.

Inmunohistoquimica

Se realiz6 un triple marcaje para detectar NeuN (marcador de neuronas maduras), Arc (proteina

expresada por el gen de expresion temprana arc) y BrdU (marcador de proliferacion celular).

Se tomaron 10 laminillas de cada bloque, las cuales contienen la parte dorsal del hipocampo, el
cual fue identificado usando el atlas de Paxinos y Watson (1998) (Coordenadas antero-
posteriores -3,14 a 4,3 con respecto a Bregma). El tejido es fijado en paraformaldehido al 2% pH
7.4 por 5 minutos, se lava en TBS (Trizma buffer solution) pH 7.0. Se bloquea la accién de la
peroxidasa con H,O, al 2 % disuelto en TBS por 15 minutos. Se bloquea con el sistema de
amplificacion de tiramida (TSA Perkin Elmer). Las laminillas se incuban secuencialmente con un
anticuerpo hecho en ratén anti NeuN biotinilado (1:2000 Chemicon), la segunda deteccién es con
un anticuerpo policlonal hecho en conejo que detecta Arc (1:500 que se obtiene del laboratorio
del Dr. Paul Worley Universidad John Hopkins) y finalmente se detecta BrdU con un anticuerpo
hecho en ratén anti BrdU monoclonal (1:100 ROCHE). Antes de la deteccion de Arc los tejidos

se incuban en una solucion fijadora y permeabilizadora de acetona con metanol 50:50 a 4°C por 5
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minutos. Para la deteccion de BrdU el ADN se desnaturaliza con formamida al 50% disuelta en
2XSSC (Sigma) a 65 °C por dos horas, después se realizan lavados con 2XSSC por 10 minutos y
se incuba en una solucién de 2N HCI a 37°C por 30 minutos y finalmente se lava con 0.1 M de
acido boérico, pH 8.5 por 10 minutos. El anticuerpo para NeuN se detecta con el kit de
amplificacion AB (Vector). Para detectar el anticuerpo de Arc se utilizard un segundo anticuerpo
biotinilado contra conejo hecho en cabra (Vector). Para la deteccion de BrdU se utiliza un
anticuerpo anti-ratén biotinilado hecho en oveja, por ello, previo a la deteccién del anti-BrdU la
IgG de ratén se bloqueada con el sistema MOM de Vector (ratén en ratén) el cual permite
detectar dos anticuerpos de ratén en el mismo tejido o bien detectar un anticuerpo hecho en ratén
en tejido de raton. La deteccion de Arc y BrdU se amplifica con el sistema AB (Vector) en donde
la biotina esta peroxidada, pero antes de cada amplificacion se bloquean tanto la avidina como la
biotina previamente utilizada con el sistema de Bloqueo AB (Vector) por 15 minutos para cada
bloqueo. Después de la amplificacion con AB en cada uno de los anticuerpos, la sefial se
detectada con CyS5 para NeuN, Cy3 para Arc y FITC para BrdU, estos fluoroforos se obtienen del

sistema TSA de Perkin Elmer. Finalmente se montan los cubre objetos con Vectashield (Vector).

Mosaic X con el Apotome

Con el fin de obtener imdgenes completas del giro dentado se utiliz6 un microscopio semi-
confocal Apotome marca Carl Zeiss Imager Z1, con una cdmara AxioCamMR3. Debido a la
escasa respuesta neuronal en el giro dentado, el nimero de células que expresan Arc es bajo. Por
ello necesitamos tomar imédgenes completas del giro dentado y asi reducir el error que introduce
el muestreo. Los pardmetros para la obtencién de imédgenes en el Apotome se definieron en cada
laminilla utilizando el animal control y se mantienen estables para la obtencion de las imagenes
en el resto de los animales. Actualmente estas imdgenes se obtienen a partir de reconstrucciones
en X y Y de 15 fotografias aproximadamente excitando con fluorescencia el tejido que tiene un
grosor de 14-18 pm, capturando la imagen mediante un objetivo de 25X con 0.8 apertura

numérica (AN).

En cada ocasion en la que se observe una colocalizacion entre Arc, BrdU y NeuN, se tomard una

imagen en el microscopio confocal marca Zeiss LSM Meta, con un objetivo de 40X de 1.3 AN y
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se realizard una reconstruccion 3D, en la cual se permite tener una mayor resolucion tanto en Z

como en los planos X y Y (Fig. 21).

Las imdgenes se analizaron mediante el uso del software Metamorph® V 7.1.70 y el ImageJ de
uso gratuito; en cada reconstrucciéon obtenida se midi6 el &4rea que ocupa la banda de células

granulares (superior, inferior), con el fin de calcular su volumen (Fig. 21).

§# Manually Count Objects [T

Image: JS03B1-1368_p01c1 +c2+c3)| o |
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& QOveday € Image Object Class
1ArcSGZ
Dverlay Color: {\white 2 Arccapa 1
3 Arccapal
4 Arccapa 3
Click on the image to 3 BrdU SGZ
‘count 2n obiect 6 BrdU capa |
7 BrdU capa 2
8 Brdl capa 3
9 Arc-BrdU

Data Log Net Open

Reset Measurements | More 2> |

BrdU Colocalizacién

Figura 21. Andlisis de imdgenes de GD obtenidos en el microscopio Apotome. A. Se muestra una imagen que contiene el GD en
verde el drea de la banda superior e inferior del GD, en los circulos se marcan cada una de las categorias celulares que se
encuentran en el recuadro gris, objetivo 25X. B. Se muestra la rejilla con la cual se determina la posicién en capas (capa 1, capa 2,
capa 3 y SGZ) de las células granulares Arc+, BrdU+ y Arc+/BrdU+ en la capa granular del GD. C. D. E. F. G Se muestra una
regién del GD en donde se encuentra una célula granular que colocaliza los 3 marcadores Arc (rojo), BrdU (verde) y NeuN (azul),
objetivo 40X. Fuente autor.

En las imdgenes analizadas se realizé la clasificacion de las células en donde se identifican

aquellas positivas para BrdU/NeuN, positivas para Arc/NeuN y aquellas en las que co-localizan
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los tres marcadores (Arc/BrdU/NeuN) ubicandolas en una de las 4 capas en las cuales ha sido
dividida cada banda del GD (SGZ, Capa 1, Capa 2, Capa 3). El nimero de las células clasificadas
se guard6 en una imagen de referencia en Adobe Photoshop CS4, con la informacién obtenida de

su drea y su respectivo conteo celular (Fig. 21).

Una vez hecho el conteo celular se midi6 el coeficiente de Gundersen, el cual se considera como
un valor estereoldgico para determinar el nimero minimo de imagenes a analizar dependiendo de
la variabilidad que encuentra en el conteo celular; en coeficiente para nuestro anélisis, donde se
utilizaron 10 imégenes por animal es de 0,4 considerado como confiable en términos de

variabilidad estadistica (ver férmula y pardmetros en el apéndice).

Analisis estadistico

Se utiliz6 un andlisis de varianza “ANOVA” de medidas repetidas para analizar los datos
obtenidos tanto en la adquisicién como en la prueba de retencién de la tarea de reconocimiento de
objetos. También se utilizé un andlisis de varianza “ANOVA” de una via donde se compar6 la
proporcién de células que expresan BrdU/NeuN, Arc/NeuN y Arc/BrdU/NeuN con respecto a las
diferentes condiciones conductuales. Se hizo una prueba post-hoc Fisher para observar las

diferencias significativas entre grupos.

Protocolos

Experimento 1. Estandarizacion de la dosis de BrdU

Este experimento se realiz6 con el fin de establecer la dosis de BrdU Optima para marcar un gran
nimero de nuevas células en el cerebro de la rata adulta. Se utilizaron 8 ratas macho de la cepa
Wistar de 4 meses de edad, con un peso de 450-500 g aproximadamente. El BrdU fue inyectado

intraperitonealmente durante 6, 7, 15 dias (un grupo con intervalo de 1 dia y otro grupo sin
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intervalo) en dos concentraciones diferentes, 200 mg/kg peso del animal y 100 mg/kg peso del

animal, suministrado en 4 administraciones de 50 y 25 mg cada una respectivamente (Tabla 3).

Tratamiento

100 mg/kg durante 7 dias (azul)

y A
f —_— 200 mg/kg durante 7 dias (amarillo)

D
O -
ud 200 mg/kg durante 6 dias (rosa)
= é S g/kg
—_—,——— > 200 mg/kg durante 15 dfas (verde)

N N N N =

45 dias 200 mg/kg durante 15 dias con
intervalos de 1 dia (rojo)

Tabla 3. Disefio experimental del Piloto 1, donde los sujetos experimentales se inyectaron con diferentes dosis de BrdU total por
dia y por diferentes periodos de tiempo por grupo con su respectiva n. Después de cada tratamiento los animales se dejaron en su
caja habitacién durante 45 dias.

Posteriormente los sujetos experimentales fueron sacrificados para la obtencién de cerebros y asi
obtener tejidos en donde se llevd a cabo la tincién inmunohistoquimica para detectar las células
BrdU positivas y NeuN positivas, seguido del andlisis de imagenologia y estadistico tal como se

explica en el método.

Experimento 2. Estandarizacion de la tarea de reconocimiento de objetos

Este experimento se llevé a cabo con el fin de determinar un protocolo adecuado donde los
sujetos experimentales pudieran evocar una memoria tanto a las 24 horas como a los 7 dias de la

adquisicién de la tarea de reconocimiento con tres objetos a familiarizar.

El experimento se realiz6 con 12 ratas macho de la cepa Wistar de 4 meses de edad, con un peso
de 450-500g aproximadamente. Los animales fueron habituados al contexto sin objetos por 3
minutos (libre exploracién) durante 5 dias. Posteriormente en la fase de adquisicion se le
expusieron los 3 objetos a familiarizar durante 5 dias en combinaciones de objetos diferentes

(Tabla 4).
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Grupo Tratamiento n
A Habituacién + Adquisicién + Prueba de retencién 24 horas 5
B Habituacién + Adquisicién + Prueba de retencién 7 dias 5
C Control de caja intacto 2

Tabla 4. Disefio experimental del experimento 2, en donde se hizo una prueba de retencién a 24 h (A), a los 7 dias (B) con un
grupo control (C) y su respectiva n.

La prueba de retencién se llevo a cabo a las 24 horas (memoria reciente) para el grupo A y a los
7 dias (memoria remota) para el grupo B después de la dltima sesién de adquisicion; durante la
prueba se ejecutaron 3 sesiones en cada una se le colocd al animal 3 objetos, uno de ellos
novedoso, los cuales fueron expuestos en combinaciones diferentes (Tabla 2) con una duracién
de 3 minutos, separadas entre ellas por 10 minutos; también se utilizaron 2 ratas que
permanecieron en su caja habitacion, las cuales no fueron sometidos a ningin tratamiento
conductual (grupo C) . Los animales fueron sacrificados 60 minutos después del inicio de la
primera sesion de la prueba de memoria de reconocimiento de objetos. Los datos fueron

analizados como se explica en el método.

Experimento 3. Cuadrado latino: Tarea de reconocimiento de objetos

El experimento de cuadrado latino (matriz de nxn objetos que se repite una vez por fila y por
columna) se desarrollé con el fin de determinar si existe “saliencia” de los objetos per se, cuya
notoriedad puede provocar en los sujetos experimentales preferencia en la exploraciéon en los
grupos de objetos seleccionados para la adquisicion y la prueba de retencién en la tarea de

reconocimiento de objetos.

Los sujetos experimentales fueron habituados (como se muestra en el método), después fueron
habituados al contexto sin objetos 3 minutos diariamente durante 5 dias. Posteriormente se le
presentd a cada sujeto experimental en una sesion de 6 ensayos cada uno de los objetos utilizados
en la tarea de reconocimiento de objetos por 10 minutos cada ensayo. La exposicion de los
objetos se llevd a cabo de forma contrabalanceada, empleando un cuadrado latino (Tabla 5). Al

inicio de cada uno de los ensayos se colocé aserrin limpio, asi como el objeto de prueba, siempre
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en la misma ubicacién. Al concluir cada ensayo, la rata fue colocada en su caja habitacion. Los
objetos expuestos fueron limpiados con etanol al 70% y la caja de exploracion con 4cido acético

con el fin de eliminar las pistas olfativas.

Sujeto Objeto
871 A E B F C D
872 E B F C D A
873 B F C D A E
874 F C D A E B
875 C D A E B F
876 D A E B F C

Tabla 5. Ejemplo de la exposicion a objetos conocida como cuadrado latino. Objeto prueba presentado por ensayo en cada uno
de los 6 ensayos en los seis sujetos experimentales utilizados en este experimento.

Cada uno de los ensayos fueron grabados y analizados post-exposicion para su andlisis. En cada

uno de los ensayos se midi6 el tiempo de exploracion al objeto (como se explica en el método).

Experimento 4. Incorporacion de las nuevas células granulares en la red hipocampal en la

evocacion de una memoria reciente y remota en la tarea de reconocimiento de objetos.

El experimento fue dividido en dos fases, dado el nimero de animales que fueron utilizados. Para
la primera fase, se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar de 4 meses de edad, con un peso
de 450 g aproximadamente. En la segunda fase se utilizaron 30 ratas con las mismas
caracteristicas que se especificaron para los sujetos utilizados en la fase 1. Los sujetos
experimentales fueron inyectados intraperitonealmente con BrdU a una concentracién de 200

mg/kg del peso del animal en 4 administraciones diarias, durante 7 dias.

Posteriormente fueron dejados en su caja habitacion durante 45 dias, tiempo en el cual se
considera la integracion de estas nuevas células (Sandoval et al., 2011). Transcurrido ese tiempo,
los sujetos experimentales fueron sometidos a cada una de las fases conductuales de la tarea de
reconocimiento de objetos tal como se especifica para cada grupo (Fig. 22) y en el método

anteriormente al inicio de este apartado.
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200 mg/Kg

Habituacion f Habituacion a Adquisicion Prueba de | sacrificio
Rata Bioterio la caja retencion ~
. . 5 dias . 1 hora -
4 meses 7 dias Brau 5 dias (3min} ; 3 Sesiones ;i
7 dias {10 min}) (3 min) después
——
gﬁ Grupo A: Habituacion al contexto + Adquisicion de la tarea + Prueba (Novedoso)
5 = Grupo B: Habituacion al contexto + Adquisicion de la tarea + Prueba (Familiar)
fr —3 Grupo C: Habituacional contexto
N ey Grupo D: Control intacto
—_—y Grupo E: Habituacional contexto + Adquisicionde la tarea + Prueba(Novedoso)
P — Grupo F: Habituacional contexto + Adquisicionde la tarea + Prueba (Familiar)
- —— Grupo G: Habituacion al contexto
(# Grupo H: Control intacto /

Figura 22. Disefio experimental. Se muestra el procedimiento que se llevé a cabo con los sujetos experimentales y el orden
secuencial del desarrollo del experimento. n= 8 (Grupo A, B, E, F), n=4 (Grupo C, G), n=4(Grupo D, H).

En la fase de la prueba de retencién se hicieron 3 pruebas por animal separadas por intervalos de
10 minutos cada una y en cada ensayo se cambid el orden de la ubicacién de los objetos. Se
hicieron 2 tipos de prueba de retencion en grupos independientes. Tal como se muestra en la
figura 17 a unos grupos experimentales se les hizo la prueba de evocacién familiar en la cual no
se le colocé al animal ningtn objeto novedoso solo los 3 objetos familiares. A otros grupos se les
hizo la prueba de retencién con un objeto novedoso, en donde se cambia un objeto familiar por

un objeto novedoso.

Una vez obtenidos los datos conductuales se elaboraron unas graficas de desviacion estdndar en
la exploracion de los 3 objetos en las 5 sesiones de adquisicion y en las 3 sesiones de la fase de
prueba de retencidn, esto se hizo con el fin de identificar cudles fueron los animales mds
eficientes en la ejecucion de la tarea de reconocimiento de objetos con prueba de evocacion
familiar y novedosa, en la evocacion de una memoria reciente y una memoria remota. Tanto en la
adquisiciéon como en la prueba de memoria con objeto familiar se compar6 la variabilidad entre
los tres objetos, sin embargo, para el caso de los animales a los cuales se les aplic6 la prueba de

memoria con objeto novedoso solo se compard la variabilidad de los dos objetos familiares.
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RESULTADOS

Experimento 1

Estandarizacion de la dosis de BrdU.

En el andlisis cuantitativo de unidades neuronales, a partir de las fotografias obtenidas en el
Apotome de la las laminillas que fueron tratadas con inmunohistoquimica para BrdU (células
nuevas) y DAPI (nucleos celulares), se encontraron diferencias significativas (ANOVA
Fu3»=17.593 p<0.05); entre el nimero de células nuevas en el tratamiento de 100 mg/kg de
BrdU administrado durante 7 dias con respecto a una concentraciéon de 200 mg/kg de BrdU
administrado durante 15 dias (p<0.05) también se encontraron diferencias entre 100 mg/kg de
BrdU administrado en 7 dias y 200 mg/kg de BrdU administrado en 7 dias (p<0.05); en aquellos
animales a los que se les administré 200 mg/kg de BrdU durante 7 dias tienen mayor nimero de
nuevas neuronas con respecto a aquellos que fueron inyectados con 200 mg/kg de BrdU durante
15 dias con intervalos de un dia (p<0.05); otras diferencias fueron encontradas entre las
concentraciones de 200 mg/kg de BrdU administradas tanto en 7 como en 15 dias (p<0.05); de
igual manera se encontraron diferencias entre 200 mg/kg de BrdU administrado en 7 dias con

respecto a la misma concentracién que fue inyectada durante 6 dias (p<0.05) (Fig. 23).

Ademids, el nimero de neuronas analizadas en la banda inferior del giro dentado reflejan
diferencias significativas (ANOVA, Fu 3= 6.114 p<0.05) entre dos pares de grupos, los cuales
se observaron en los animales que fueron inyectados con 200 mg/Kg de BrdU durante 7 dias con
respecto a aquellos a los que se les administré tanto 200mg/Kg de BrdU durante 15 dias (p<0.05)
y a los que se les inyecté 200mg/Kg de BrdU administrado durante 15 dias con intervalos de 1

dia entre inyecciones (p<0.05) (Fig. 23).
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Figura 23. Promedio de las células granulares marcadas con BrdU en cada uno de los tratamientos, tanto en la banda superior

como la banda inferior del giro dentado en el hipocampo. * Diferencias significativas p<0.05 con respecto a 100 mg/kg; F p<0.05
Diferencias significativas entre grupos experimentales.

Dadas las diferencias significativas halladas estadisticamente entre los tratamientos administrados
a los sujetos experimentales decidimos que la dosis de 200 mg/kg de BrdU administrada durante
7 dias es la mas adecuada para la obtencién de un mayor nimero de nuevas neuronas marcadas

tanto en la banda superior como la banda inferior del giro dentado.

Experimento 2.

Estandarizacion de la tarea de reconocimiento de objetos.

Durante la estandarizacion de la tarea de reconocimiento de objetos, en la fase de adquisicion no
se encontraron diferencias significativas (ANOVA, Figa= 1.653 p>0.05) entre los indices de
exploracién de los objetos que fueron familiarizados (Fig. 24).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en los indices de exploracién de los tres
objetos familiarizados en dia 1 (ANOVA, Fg2= 1.6854 p>0.05), dia 2 (ANOVA, F2= 1.646
p>0.05), dia 3 (ANOVA, F2= 1.020 p>0.05), dia 4 (ANOVA, Fg2= 1.799 p>0.05) y dia 5

(ANOVA, Fg2= 0.981 p>0.05) los cuales son equivalentes a diferentes combinaciones en la
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exposicion de objetos durante la fase de adquisicion de la tarea de reconocimiento de objetos
(Fig. 24).

0.4+
0.357

0.3
0.25

0.2

0.157

indice de Exploracién
indice de Exploracién

0.1

0.05+

Objeto A Objeto B Objeto C

Figura 24. A laizquierda indice de exploracién para cada uno de los objetos utilizados durante la adquisicién. No hay diferencias
significativas en la exploracién de cada objeto. A la derecha Indice de exploracién para cada uno de los objetos familiarizados
durante la adquisicion. No hay diferencias significativas en la exploraciéon de cada uno de los objetos en las diferentes
combinaciones utilizadas en las diferentes sesiones de adquisicién. La linea punteada indica el valor tedrico del indice de

exploracién que debe tener cada objeto durante la fase de adquisicidn.

Sin embargo, en la prueba de prueba de retencidon se observaron diferencias significativas
(ANOVA, Fg2=91.694 p<0.0001) en el indice de exploracion del objeto novedoso con respecto
a los dos objetos familiares (p<0.0001) tanto en la prueba de memoria de reconocimiento de
objetos remota (7 dias) como reciente (24 horas) (Fig. 25). Esto sugiere que la informacion
adquirida durante el entrenamiento en la tarea de reconocimiento de objetos se mantiene hasta

por 7 dias, pese a que la tarea no involucra ningtn tipo de reforzador.
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Objeto Familiar Objeto Novedoso Objeto Familiar Objeto Familiar ~ Objeto Novedoso Objeto Familiar
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1 2
Prueba 24 Horas Prueba 7 dias

Figura 25. En la grifica de la izquierda se muestra los indices de exploracién obtenidos en la prueba de retencién de una
memoria reciente (24 horas). En la gréafica de la derecha se observa los indices de exploracién obtenidos en la prueba de retencién
de una memoria remota (7 dias). La linea punteada indica el valor que es superado por el objeto novedoso, mostrando asi la
preferencia por este objeto. * p<0.0001 con respecto a los objetos familiares.
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También se observaron diferencias significativas (ANOVA, Fg2= 92.361 p<0.05) en la
exploracién de los 3 objetos novedosos en la sesion 1 de la prueba de retencion a las 24 horas de
la dltima sesién de adquisicidn, siendo mayor la exploracion para el objeto novedoso (p<0.05); de
igual manera se observé esta diferencia en la sesion 2 (ANOVA, F 2= 392.317 p<0.05) yen la
sesion 3 (ANOVA, Fg2)= 45.006 p<0.05) de la prueba de retencidn, el objeto novedoso fue
preferencial en la sesion 2 (p<0.0001) y 3 (p<0.05) con respecto a sus dos objetos familiares

(Fig. 26).

Asi mismo, se observaron dichas diferencias significativas después de transcurrido un periodo de
7 dias después de la ultima sesion de adquisicion en la sesion 1 (ANOVA, Fs 2= 15.946 p<0.05),
2 (ANOVA, Fgo= 24.118 p<0.05) y 3 (ANOVA, Fg2= 9.374 p<0.05) de la prueba de
retencion; siendo el objeto novedoso el preferente para los sujetos experimentales (p<0.05) (Fig.

26).

Estas diferencias se observaron pese a que todos los objetos hayan cambiado de posicién durante
cada sesion en cada una de las combinaciones expuestas al sujeto experimental en la prueba de
memoria elaborada 24 horas y 7 dias después de la tltima sesion de adquisicion.
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A D C B E A C F B A D C B E A C F B
A-D-C B-A-E F-C-B A-D-C B-A-E F-C-B
24 horas 7 dias

Figura 26. Indice de exploracién para cada uno de los objetos expuestos durante la prueba de retencién. Se muestran las
diferencias significativas en la exploracion del objeto novedoso con respecto a los otros dos objetos familiares en las diferentes
combinaciones utilizadas. La linea punteada indica el valor (indice de exploracion) que debe ser superado por el objeto novedoso
durante la prueba de memoria remota (7 dias) como reciente (24 horas). * p<0.05 con respecto a los objetos familiares de cada
sesion.
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Estos resultados nos indican que los objetos seleccionados para desarrollar la tarea de
reconocimiento de objetos fueron adecuados y que las combinaciones utilizadas en cada sesion
no tuvieron por si mismas una preferencia en la exploracion de los objetos. Ademds también
pudimos examinar que los animales recuerdan la informacién adquirida en la tarea de
reconocimiento de objetos desde 24 horas hasta por 7 dias; atin teniendo en cuenta que esta tarea
no tiene ningun tipo de reforzador que hace que la informacién se mantenga durante largos

periodos de tiempo.

Experimento 3.
Cuadrado latino: Tarea de reconocimiento de objetos.

Una vez se le expusieron los 6 objetos utilizados en la tarea de reconocimiento de objetos a cada
uno de los sujetos experimentales no se encontraron diferencias significativas (ANOVA medidas
repetidas, F(s25=0.239 p=0.9413) en cada uno de los 6 objetos que fueron explorados por cada
uno de los sujetos experimentales, los cuales fueron utilizados como objetos familiares (A, B, C)

y objetos novedosos (D, E, F) (Fig. 27).

C D E F

B

Tiempo de exploracion (s)
N
(8]
|

Familiar Novedoso

Objeto

Figura 27. Tiempo de exploracién en segundos para cada uno de los objetos que fueron utilizados como familiares y novedosos
en la adquisicidén y prueba de retencidn. No hay diferencias significativas.

Tampoco se encontraron diferencias significativas (ANOVA medidas repetidas, Fs25=1.719
p=0.1569) en el orden en el cual se expusieron los objetos a los sujetos experimentales durante la

sesion de exploracion (Fig. 28).
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Figura 28. Cuadrado latino. Promedio del tiempo de exploracién en segundos para cada uno de los objetos en diferente orden en
el cual fueron expuestos a los sujetos experimentales en cada una de las sesiones de adquisicion. No hay diferencias significativas.

No se encontrd preferencia per se en la exploraciéon de los objetos empleados en la tarea de

reconocimiento de objetos ni en el orden en el cual fueron expuestos.

Experimento 4.

Incorporacion de las nuevas células granulares en la red hipocampal en la evocacion de una

memoria reciente y remota en la tarea de reconocimiento de objetos.

Resultados conductuales.

Adquisicion TRO. Una vez analizados los tiempos que exploraron las ratas durante la
adquisicion de la tarea de reconocimiento de objetos se observé la curva de aprendizaje, en la
cual se observa un decremento de la respuesta (una disminucién en el tiempo de exploracién) a

medida que transcurren las sesiones de entrenamiento (Fig. 29).
Se observaron diferencias significativas (ANOVA de medidas repetidas, Fu i28= 8.6145

p<0.0001) en el tiempo de exploracion en la sesién 1 y 2 con respeto a la sesion 3 (p<0.0001), 4
(p<0.05) y 5 (p<0.05) (Fig. 29).
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Figura 29. Curva de aprendizaje de la tarea de reconocimiento de objetos en cada una de las 5 sesiones de adquisicion.
**p<0.0001, * p<0.05 con respecto a la sesién 1 y 2 de entrenamiento..

En la fase de adquisicion no se encontraron diferencias significativas (ANOVA medidas
repetidas, F31y=2.557 p=0.857) en el indice de exploracion de los objetos a familiarizar (A, B,
C). Tampoco se encontraron diferencias significativas (ANOV A medidas repetidas, F31y=1.830
p=0.1691) en el indice de exploraciéon de los objetos a familiarizar en ninguna de las 5

combinaciones que fueron expuestas a los sujetos experimentales (Fig. 30).
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Figura 30. A laizquierda se observa el indice de exploracion de cada de uno de los objetos familiarizados en las 5 sesiones de la
adquisicion de la tarea de reconocimiento de objetos. A la derecha se observa el indice de exploracién para cada uno de los
objetos en cada una de las 5 sesiones de la fase de adquisicién. La linea punteada indica el indice de exploracién 6ptimo para la
familiarizacién de los objetos (0.33). No hay diferencias significativas.

Prueba de retencion TRO. En la prueba de retencion ejecutada 24 horas después de la dltima
sesion de adquisicién se encontraron diferencias significativas (ANOVA medidas repetidas,
Fosn= 9.374 p<0.05), de igual manera se encontraron diferencias significativa (ANOVA

medidas repetidas, Fp 3= 2.765 p<0.05) en la prueba de retencién 7 dias después de la tltima
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sesion de adquisicion en el indice de exploracidon del objeto novedoso con respecto a sus dos

objetos familiares, en la sesion 1,2 y 3 (p<0.05) de la prueba de objeto novedoso (Fig. 31).

indice de exploracién
Indice de exploracién

A B C A B € A B C Fam Nov Fam Fam Nov Fam Fam Nov Fam

A B C A B ¢ A B C Fam Nov Fam Fam Nov Fam Fam Nov Fam
A-BLC B-AC AC-B AD-C B-A-E FC-B ABC B-AC ACB ADC BAE FCB

Prueba de retencion familiar Prueba de retencion novedoso Prueba ds retencion familiar Prueba de retencion novedoso

Figura 31. A la izquierda se observa el indice de exploracién de cada de uno de los objetos utilizados en las 3 sesiones de prueba
de retencién en una memoria reciente (24 h) de la tarea de reconocimiento de objetos. A la derecha se observa el indice de
exploracién de cada de uno de los objetos utilizados en las 3 sesiones de prueba de retencion en una memoria remota (7 d) de la
tarea de reconocimiento de objetos. La linea punteada indica el indice de exploracién que debe ser superado por el objeto
novedoso para ser preferente. * p<0.05 con respecto a los objetos familiares.

No se encontraron diferencias significativas (ANOVA medidas repetidas, Fu 15=0.442
p=0.5145), en la exploracién de los objetos en las 3 sesiones ejecutadas en la prueba de retencion

de una memoria reciente (24 h) y una memoria remota (7 d).

Adquisicion por sujeto experimental. Durante la fase de adquisicion se muestra el indice de
exploracion para cada objeto en cada una de las sesiones de entrenamiento para cada animal que
fue seleccionado para la prueba de retencién de 24 horas después de la dltima sesion de
adquisicion, esto se hizo con el fin de determinar el comportamiento individual de los animales

en la fase de adquisicion (Fig. 32).

Algunos sujetos experimentales que aprendieron de forma correcta durante las 5 sesiones de
adquisicion, sin embargo, también encontramos animales que no familiarizaron bien la tarea de
reconocimiento de objetos, tal es el caso de los animales 779, 782, 773, 757, 765 y 780, en los
cuales los indices de exploracion de cada uno de los objetos superd el 0.33, mostrando una

preferencia por uno o dos objetos en cada una de las sesiones (Fig. 32).
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Figura 32. Fase de adquisicién de la tarea de reconocimiento de objetos para el grupo de 24 horas. En la parte superior se grafica
el indice de exploracién para el objeto A, B y C durante las 5 sesiones de entrenamiento por animal. Las lineas punteadas indican
el indice de exploracién ideal para cada objeto. En la parte inferior de la grafica se muestra la variabilidad en desviacion estandar
de los animales en la exploracion de los 3 objetos a familiarizar.

Con los indices de exploracion de los objetos A, B y C se determind la variabilidad (desviacion
estandar) con la que los animales exploraron cada uno de los objetos en las 5 sesiones
encontrando una gran variabilidad en el desempefio durante la adquisiciéon de la tarea de
reconocimiento de objetos, hallando sujetos experimentales en los cuales se adquiri6 de manera
correcta la tarea como por ejemplo la rata 747, 774 y 756; también se hall6 el caso contrario,
animales que no lograron familiarizar de manera correcta los 3 objetos como es el caso de los

animales 779, 765 y 782 (Fig. 32).
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En la fase de adquisicién se muestra el indice de exploracion para cada objeto en cada una de las
sesiones de entrenamiento para cada animal que pertenecen al grupo al cual se les hizo la prueba
de retencion 7 dias después de la ultima sesiéon de adquisicion, esto se hizo con el fin de
determinar el comportamiento individual de los animales en esta fase (Fig. 33). Algunos sujetos
experimentales se comportaron de una manera normal durante las 5 sesiones de adquisicion, sin
embargo también encontramos animales que no familiarizaron bien la tarea de reconocimiento de
objetos, tal es el caso de los animales 749, 751, 762, 725, 748 y 754, los cuales tienen un indice

mayor o menor de 0.33 para uno o dos objetos, lo cual se refleja en una preferencia (Fig. 33).
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Figura 33. Fase de adquisicion de la tarea de reconocimiento de objetos para el grupo de 7 dias. En la parte superior se grafica el
indice de exploracién para el objeto A, B y C durante las 5 sesiones de entrenamiento por animal. Las lineas punteadas indican el
indice de exploracion ideal para cada objeto. En la parte inferior de la grafica se muestra la variabilidad en desviacion estdndar de

los animales en la exploracién de los 3 objetos a familiarizar.
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Usando los indices de exploracion de los objetos A, B y C se determind la variabilidad
(desviacion estdndar) con la que los animales exploraron cada uno de los objetos en las 5 sesiones
encontrando una gran variabilidad en el desempefio durante la adquisiciéon de la tarea de
reconocimiento de objetos, hallando sujetos experimentales en los cuales se adquirié de manera
correcta la tarea como por ejemplo la rata 771, 781 y 778; también se hall6 el caso contrario,
animales que no lograron familiarizar de manera correcta los 3 objetos como es el caso de los

animales 754, 725 y 762 (Fig. 33).

Prueba de retencion por sujeto experimental. En la prueba de retencion realizada a las 24
horas después de la dltima sesion de adquisicion tanto con objeto familiar como con objeto
novedoso se encontraron animales que ejecutaron de manera adecuada la tarea conductual y otros
que no lograron hacerlo, en la mayoria de los casos los animales eficientes y no eficientes

coinciden con aquellos que familiarizaron bien los tres objetos durante la adquisicién (Fig. 34).
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Figura 34. Prueba de retencién ejecutada 24 horas después de la tltima sesién de adquisicién. En la parte superior se grafica el
indice de exploracidn para el objeto A, B y C (para prueba con objeto familiar) y objeto novedoso y familiar 1 y 2 (para prueba
con objeto novedoso) durante las tres pruebas aplicadas a cada animal. Las lineas punteadas indican el indice de exploracién ideal
para cada objeto. Los 6valos rojos representan a los animales que ejecutaron poco eficientemente la tarea y los 6valos azules
representan a aquellos animales que ejecutaron de manera eficiente la tarea de reconocimiento de objetos.
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En la prueba de retencidn con objeto familiar se obtuvo que los animales que ejecutaron bien la
tarea de reconocimiento de objetos tuvieron indices de exploracion para cada objeto cercano al
0.33, en los animales cuya ejecucion no fue correcta se encontré que en uno o dos objetos habia

preferencia por el mismo incrementando el indice de exploracién de 0.33 (Fig. 34).

Sin embargo, a los sujetos experimentales a los cuales se les aplicé una prueba con objeto
novedoso se encontré que algunos de ellos ejecutaron muy bien la tarea conductual, lo cual se
vio reflejado en el incremento en el indice de exploracion del objeto novedoso con respecto a los
dos objetos familiares alcanzando indice de exploracién de 0.8 para el objeto novedoso como es

el caso de la rata 734.

No obstante, se encontraron animales que no ejecutaron bien la tarea de reconocimiento de
objetos lo cual se observé de dos formas, en la primera animales como la rata 780 presentaron
una preferencia por uno de los objetos familiares incluso del 0.7. En la segunda observacion
animales como la rata 765 mostraron un indice de exploracién cercano al 0.33 para los tres

objetos (Fig. 34).

En la prueba de retencion ejecutada 7 dias después de la ultima sesion de adquisicion tanto con
objeto familiar como con objeto novedoso se encontraron animales que ejecutaron de manera
adecuada la tarea conductual y otros que no lograron hacerlo, en la mayoria de los casos los
animales eficientes y no eficientes coinciden con aquellos que familiarizaron bien los tres objetos

durante la adquisicién (Fig. 35).

En la prueba de retencién con objeto familiar se obtuvo que los animales que ejecutaron bien la
tarea de reconocimiento de objetos tuvieron indices de exploracién para cada objeto cercano al
0.33, en los animales cuya ejecucion no fue correcta se encontré que en uno o dos objetos habia

preferencia por el mismo incrementando el indice de exploracion de 0.33 (Fig. 35).
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Figura 35. Prueba de retencion ejecutada 7 dias después de la udltima sesién de adquisicion. En la parte superior se grafica el
indice de exploracion para el objeto A, B y C (para prueba con objeto familiar) y objeto novedoso y familiar 1 y 2 (para prueba
con objeto novedoso) durante las tres pruebas aplicadas a cada animal. Las lineas punteadas indican el indice de exploracién ideal
para cada objeto. Los 6valos rojos representan a los animales que ejecutaron poco eficientemente la tarea y los dvalos azules
representan a aquellos animales que ejecutaron de manera eficiente la tarea de reconocimiento de objetos.

No obstante, a los sujetos experimentales a los cuales se les aplic6 una prueba con objeto
novedoso se encontré que algunos de ellos ejecutaron muy bien la tarea conductual, lo cual se
vio reflejado en el incremento en el indice de exploracién del objeto novedoso con respecto a los
dos objetos familiares alcanzando indice de exploracion de 0.8 para el objeto novedoso como es
el caso de la rata 767. No obstante, se encontraron animales que no ejecutaron bien la tarea de
reconocimiento de objetos lo cual se observé de dos formas, en la primera animales como la rata
754 presentaron una preferencia por uno de los objetos familiares incluso del 0.55 tomando al
objeto novedoso como un objeto familiar. En la segunda observacién animales como la rata 725

mostraron un indice de exploracion cercano al 0.33 para los tres objetos (Fig. 35).

Con respecto a los datos obtenidos en la prueba de retencién ejecutada 24 horas y 7 dias después
de la dltima sesi6on de adquisicién tanto en la prueba con objeto familiar como con objeto

novedoso de la tarea de reconocimiento de objetos se escogieron los animales que ejecutaron
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eficientemente y aquellos que no fueron eficientes en la ejecucién de la tarea de reconocimiento
de objetos teniendo en cuenta la variabilidad (desviacion estdndar) en el indice de exploracion de
cada uno de los objetos, es decir, se consideraron animales eficientes a aquellos que no
presentaban una alta variabilidad en el indice de exploraciéon tanto en las 5 sesiones de
adquisiciéon como en las 3 sesiones de prueba y como no eficientes a los cuales presentaron una
alta variabilidad en la exploracion de los objetos tanto en las sesiones de adquisicién como de

prueba de retencion (circulos azules y rojos en las figuras 32, 33, 34, 35).

En el caso de la adquisicién y de la prueba de retencién con objeto familiar se obtuvo la
variabilidad en la exploracidn de los 3 objetos familiares, pero en la prueba de retencidn de objeto
novedoso sélo se evalud la variabilidad en los 2 objetos familiarizados. Esto se debe a que si se
hubiera tenido en cuenta el objeto novedoso se hubiera incrementado la variabilidad asi el animal

hubiera ejecutado la tarea eficientemente.

A continuacion se muestra el resumen de los animales que fueron considerados para el anélisis
inmunohistoquimico de las células Arc+ BrdU+ y NeuN+ en el GD de la rata adulta en la tarea de

reconocimiento de objetos (Tabla 6).

Grupo Ratas eficientes Ratas no eficientes
24 h- Prueba objeto Familiar 747,756,717 779,773,782
24 h- Prueba objeto Novedoso 734,768, 774 757,765, 780
7 dias- Prueba objeto Familiar 771,781,723 762,751,749
7 dias- Prueba objeto Novedoso 778, 760, 767 725,748, 754

Tabla 6. Sujetos experimentales seleccionados para el andlisis inmunohistoquimico pertenecientes a 4 grupos experimentales con
n=3 para cada grupo tanto eficientes como no eficientes.

Resultados histolégicos.

Expresion de la proteina Arc en las células granulares (NeuN+) totales en el GD. En el

andlisis de las células granulares que expresan la proteina Arc en el giro dentado se encontraron
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diferencias significativas (ANOVA, F332=6.803 p=0.011), en la banda superior del GD, se
encontrd que el 1.7% de las células granulares presentan la proteina Arc en aquellos sujetos que
exploraron el contexto (p<0.05), 2.2% de células granulares respondieron expresando Arc en la
prueba de retencién con objeto familiar (p<0.0001) y 1.8% de células granulares respondieron
ante la prueba de memoria con objeto novedoso (p<0.05) con respecto a su control intacto que
presenté cerca del 1%. Ademds, se observd un mayor porcentaje de células Arc+ en los
animales que ejecutaron la prueba de retencién con objeto familiar con respecto a los animales

que solo \exploraron el contexto (p<0.05) (Fig. 36).
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Figura 36. Expresion de la proteina Arc en las células granulares del GD. A. Se muestra la expresion de la proteina de Arc en las
células granulares en la banda superior y en la banda inferior del GD en una prueba de memoria con objeto familiar y objeto
novedoso, exploracién de contexto y control (intacto) en la tarea de reconocimiento de objetos. B. Se observa la expresion de la
proteina de Arc en las células granulares en las diferentes capas del GD (promedio de todos los grupos). C. Se muestra el
porcentaje de las células granulares que expresan la proteina de Arc en las células granulares en la banda superior del giro dentado
en una prueba de memoria reciente (24 horas) y de memoria remota (7 dias) de la tarea de reconocimiento de objetos en cada uno
de los grupos experimentales. D. Se muestra el porcentaje de células que presentan la proteina Arc en animales que ejecutaron la
tarea de reconocimiento de objetos de manera eficiente y no eficiente. Todas las células granulares analizadas son NeuN
positivas. *p<0.05 con respecto al control (A, C, D) y con respecto a la SGZ (B); ** p<0.0001 con respecto al control; F p<0.05
entre grupos.

60



También se encontraron diferencias significativas (ANOVA, F332=2.431 p=0.044), en el
porcentaje de células granulares que expresan la proteina Arc en la banda inferior del GD, el
1.3% de las neuronas granulares expresan Arc ante la exploracién del contexto (p<0.05) y el
1.27% de células granulares expresan Arc en la prueba de memoria con objeto familiar (p<0.05)
con respecto a su control intacto que indujo la traduccion de la proteina Arc en el 0.8% de las

células granulares de la capa inferior del GD (Fig. 36).

Las células que expresan la proteina Arc se ubican en diferentes capas de la capa granular en la
banda superior del GD; se encontraron diferencias significativas (ANOVA, F35=385.627
p<0.0001) en su distribucidn, el 27.5% de las células granulares expresan Arc en la capa 1,
(p<0.0001), el 26.5% en la capa 2 (p<0.0001) y el 37.5% en la capa 3 (p<0.0001) del GD con
respecto a la zona subgranular que tiene el 7.5% de las células granulares expresando Arc, sin
embargo, es mayor significativamente el porcentaje de células granulares que se encuentra en la

capa 3 (p<0.0001) con respecto a las demads capas (Fig. 36).

En la banda superior del GD se encontré (ANOVA, F332=7.594 p=0.0330) un mayor porcentaje
de células granulares expresando la proteina Arc en aquellos animales que exploraron el contexto
sin objetos 24 horas (p<0.05) después de su tltima sesién de exploracidn con respecto a aquellos
que exploraron 7 dias después. También observamos un mayor porcentaje de células granulares
que presentan la proteina Arc (ANOVA, F332=7.812 p=0.049), en la prueba de retencién con
objeto familiar ejecutada 7 dias después de la udltima sesién de adquisicién con respecto a

aquellas que la ejecutaron a las 24 horas (Fig. 36).

Se encontraron diferencias significativas (ANOVA, F(33,=5.040 p=0.0057) en el porcentaje de
células granulares que expresan Arc en los animales que exploraron el contexto (p<0.05), que
ejecutaron la tarea de reconocimiento de objetos de forma eficiente (p<0.05) y no eficiente
(p<0.05) con respecto a su control intacto (Fig. 36), siendo un 1.9% para los animales eficientes y

no eficientes, 1.7% para los sujetos que exploraron el contexto y 1% para el control intacto.

61



Células granulares BrdU/NeuN positivas en el GD. Se cuantific el porcentaje de células BrdU
en la banda superior e inferior del GD, no se encontr6 diferencia significativa en el porcentaje de
células nuevas (BrdU+) en los diferentes grupos experimentales en la banda superior (ANOVA,
F3.32=0.976 p=0.4163) ni en la banda inferior (ANOVA, F33,=0.534 p=0.6621), se encontrd
0.55% de neuronas nuevas en el GD en promedio en la banda superior y 0.68% aproximadamente

en la banda inferior del GD (Fig. 37).
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Figura 37. Nuevas células granulares en el GD. A. Se muestra el porcentaje de las células granulares BrdU (+) en la banda
superior y en la banda inferior del GD en animales controles, con exploracién de contexto y aquellos que ejecutaron la prueba de
retencion con objeto familiar y con objeto novedoso en la tarea de reconocimiento de objetos. B. Se observa el porcentaje de las
células granulares BrdU (+) en la banda superior y en la banda inferior del GD en la evocacién de una memoria reciente (24h) y
remota (7d) (promedio de todos los grupos experimentales). C. Se muestra la distribucién de las células BrdU+ a lo largo de la
capa granular del GD (Promedio de todos los grupos experimentales). D. Se observa el efecto de la tarea de reconocimiento de
objetos (TRO) en la distribucién de las células BrdU+ a lo largo de la capa granular del GD (solo se tuvo en cuenta los animales
controles y los que ejecutaron la TRO, promedio de la prueba de retencién con objeto familiar y objeto novedoso). **p<0.0001
con respecto al control (D), con respecto a la SGZ (C); * p<0.05 con respecto al control (D), con respecto a la SGZ (C); F p<0.05
entre grupos.

62



Tampoco se encontré diferencia significativa en el porcentaje de células nuevas (BrdU+) en la
sobrevivencia de estas células como producto de la tarea conductual de sujetos que ejecutaron la
prueba a las 24 h y 7 d después de la prueba de retenciéon en la banda superior (ANOVA,
F(2,33y=0.057 p=0.9449) ni en la banda inferior (ANOVA, F(;33=0.606 p=0.5515), se encontr
0.55% de neuronas nuevas en el GD en promedio en la banda superior y 0.68% aproximadamente

en la banda inferior del GD (Fig. 37).

Las nuevas células granulares de 45 dias de edad se distribuyen a lo largo de la capa granular del
GD; el 41,5% de las nuevas neuronas se ubican en la zona subgranular, el 38% en la capa 1, el
10% en la capa 2 y el 25.5% en la capa 3 de la capa granular. Se encontraron diferencias
significativas (ANOVA, F35=1992,132 p<0.0001) en la disminucién del porcentaje de nuevas
células granulares en la capa 2 (p<0.0001) y capa 3 (p<0.0001) con respecto a las que se quedan
en la SGZ, el decremento de la distribucién de estas células en la capa 3 (p<0.0001) con respecto
a la capa 1 también es significativo, de igual forma el decremento en la capa 2 (p<0.0001) con

respecto a la capa 3 (Fig. 37).

Sin embargo, esta distribucién celular en el GD puede cambiar significativamente (ANOVA,
F35=2412,079 p<0.0001) en aquellos sujetos a los cuales se les expuso a la tarea de
reconocimiento de objetos en la capa 1 y en la capa 3 del GD; en la capa 1 (p<0.0001) el
porcentaje de células granulares BrdU+ disminuy6 de un 49% a un 38%, en cambio en la capa 3
(p<0.0001) el porcentaje de células BrdU+ aument6 de un 16% a un 28.5% aproximadamente

(Fig. 37).

Células granulares BrdU/NeuN positivas que expresan la proteina de Arc. En el GD hay
diferencias significativas (ANOVA, F33,=5,718 p=0.047) en el porcentaje de nuevas células
granulares (NeuN/BrdU+) que expresan la proteina Arc, en la prueba de retencién de la tarea de
reconocimiento de objetos con objeto familiar con respecto al control (p<0.05); se encontré que
el 3.1% de las células NeuN/BrdU+/Arc+ se activan en la presentacion de objeto familiar en la
prueba de retencion, el 1.3% para la prueba memoria con objeto novedoso, el 1.4% para la

exploracion del contexto sin objetos y 1% en control intacto (Fig. 38).
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Figura 38. Nuevas neuronas granulares en GD expresando la proteina Arc. A. Se observa el porcentaje de nuevas células
granulares expresando la proteina Arc en animales controles, con exploracién de contexto y aquellos que ejecutaron la prueba de
retencion con objeto familiar y objeto novedoso en la TRO (promedio 24 h y 7 d). B. Se muestra el porcentaje de nuevas neuronas
granulares que expresan la proteina Arc en animales controles, con exploracién de contexto y aquellos que ejecutaron la prueba de
retencién con objeto familiar y objeto novedoso en la ejecucién de la tarea de reconocimiento de objetos en una memoria reciente
(24 h) y memoria remota (7 d). C. Se muestra la distribucién de las células granulares NeuN/BrdU+ que expresan la proteina Arc
en las cuatro capas del GD (promedio de todos los grupos). D. Se observa la distribucién de las células granulares NeuN/BrdU+
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manera eficiente y no eficiente la tarea de reconocimiento de objetos. * p<0.05con respecto al control; F p<0.05 entre grupos.
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El 7.4% de las nuevas células granulares en el GD expresan la proteina Arc en la evocacion de
una memoria reciente (24 h) con objeto familiar de manera significativa (ANOVA, F332)=8,874
p=0.0138) en comparacion con el 2% de las nuevas células granulares que expresan Arc en una

prueba de memoria remota (7 d) con el mismo objeto novedoso (p<0.05).

En la prueba de retencién de memoria con objeto novedoso reciente la proteina expresa Arc en
0.5% de las células y en memoria remota el 1.5%. En la exploracién de contexto solo el 1.2% de

las nuevas células granulares expresan la proteina Arc y en el grupo control intacto es el 1% (Fig.

38).

Las nuevas neuronas granulares que expresan la proteina Arc también se distribuyen a lo largo de
la capa granular del GD de forma significativa (ANOVA, F(35=4,891 p<0.0001), en la capa SGZ
el 0.15% de las células granulares BrdU+/Arc+ (p<0.0001), el 1.35% en la capa 1 (p<0.0001), el
0.8% en la capa 2 (p<0.0001) y el 0.35% en la capa 3; se encontré diferencia significativa en la

capa 1 y capa 3 (p<0.05) (Fig. 38).

Sin embargo, esta distribucion celular en el GD puede darse diferencialmente por conductas que
el sujeto experimental ha ejecutado (ANOVA, F332=9.033 p=0.041), en aquellos sujetos a los
cudles se les expuso a la tarea de reconocimiento de objetos con prueba de retencién con objeto
familiar en la capa SGZ, capa 1 y en la capa 2 del GD; en la capa SGZ (p<0.05) el porcentaje de
células granulares NeulN/BrdU+/Arc+ es de 0.4%, 2.6% en la capa 1 (p<0.05), 2% en la capa 2
(p<0.05) y de 0.75% en la capa 3. Siendo mayor que el porcentaje de nuevas células que expresan
la proteina Arc en sujetos que ejecutaron una prueba de memoria con objeto novedoso o en

aquellos que exploraron el contexto (Fig. 38).

En los animales que ejecutaron incorrectamente la tarea de reconocimiento de objetos se encontrd
diferencias significativas (ANOVA, F332=4.909 p=0.0064) en el porcentaje de nuevas células
granulares que expresan Arc con respecto a aquellos sujetos que ejecutan de forma correcta la
tarea conductual (p<0.05) y con aquellos animales que exploraron el contexto (p<0.05). El 3.8%

de las células NeuN/BrdU+ expresan la proteina Arc en sujetos experimentales eficientes, el 0.6%
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en aquellos sujetos no eficientes, el 1.25% en los animales que exploraron el contexto sin objetos

y el 1.1% en los controles intactos (Fig. 38).

\Correlaci(’)n entre el nimero de células granulares NeuN/BrdU+/Arc+ y la eficiencia en la
ejecucion de la tarea de reconocimiento de objetos. La eficiencia de los animales en la
ejecucion de la TRO se observé con respecto a la variabilidad en la exploracién de los objetos
familiares en cada una de las pruebas de retencion ejecutadas (desviacion estdndar); es decir, un
animal que tiende a tener preferencia por un objeto familiar en lugar de un objeto novedoso
(prueba de objeto novedoso) tiende a tener una mayor desviacion estdndar; en aquellos animales
que tienen preferencia por un objeto familiar (prueba con objeto familiar) también presenta una

mayor desviacion estandar, a estos animales se les denominé animales “no eficientes”.

Si los animales en la prueba de retencion con objeto familiar no tienen preferencia por ningtin
objeto en particular, es decir, los explora en igual proporcién de tiempo la desviacion estandar es
menor; en el caso de la prueba de memoria con objeto novedoso, el animal prefiere explorar el
objeto nuevo, explora en igual proporcion los objetos familiares también ha de tener una baja

desviacion estdndar, a estos animales se les denominé “eficientes” en la ejecucion de la TRO.

Se encontr6 una relacién directamente proporcional (regresién lineal simple; R*=0.784,
F(1,10=32.586, p=0.0003) en el porcentaje de nuevas neuronas granulares que expresan la
proteina Arc y el grado de ineficiencia que tuvieron los sujetos experimentales en el momento de
ejecutar la tarea de reconocimiento de objetos, organismos con una desviacién estindar
(variabilidad en la exploracién de los objetos) de 0.215 expresa la proteina Arc en el 5% de las
nuevas células granulares. No se encontré una relacién entre (regresién lineal simple; R*=0.083,
F(1,10=0.811, p=0.3914) el porcentaje de nuevas células granulares que expresan la proteina Arc 'y

el grado de eficiencia en la ejecucion de la TRO (Fig. 39).
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Figura 39. Regresion lineal simple entre el porcentaje de células granulares NeuN/BrdU+ que expresan la proteina Arc y la
eficiencia (desviacién estdndar, cuya medida refleja la conducta de exploracién de cada uno de los objetos) de los sujetos
experimentales en la tarea de reconocimiento de objetos. A la izquierda, animales eficientes. A la derecha animales no eficientes.
(R*=0.784, p<0.001).

Hay una correlacion inversamente proporcional (coef. correlacion=0.885, p<0.0001) en el
porcentaje de nuevas neuronas granulares que responden a la tarea de manera no eficiente, es
decir, a medida que aumenta la ineficiencia del sujeto experimental en la ejecucion de la tarea de
reconocimiento de objetos se encuentran un mayor porcentaje de células NeuN/BrdU+/Arc+. No
se observé correlacion (coef. correlacion= -0.287, p=0.4028) entre el nimero de nuevas células
granulares que expresan Arc y los animales que ejecutaron de manera eficiente la tarea

conductual.
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DISCUSION

Las principales contribuciones del trabajo que aqui se presenta son: i) la estandarizacién de una
tarea de reconocimiento de objetos con 3 items a discriminar que cambian de posicién en cada
sesion de adquisicion, cuya memoria se puede evocar hasta 7 dias después de la dltima sesion de
entrenamiento. ii) la evaluacién de diferentes procedimientos de administraciéon de BrdU para
identificar las nuevas células granulares que nacen en el giro dentado de la rata adulta. iii) se
identificaron unidades neuronales que expresan la proteina Arc en respuesta al procesamiento de
informacién de la tarea de reconocimiento de objetos en una prueba de evocacién con objeto
familiar o novedoso en una memoria remota o reciente. iv) se encontré que las nuevas células
granulares que nacen en el animal adulto modifican su distribucién en las diferentes laminas de la
capa de células granulares del GD en respuesta a la experiencia de la TRO. v) se observo la
participaciéon de las nuevas células granulares del giro dentado en el procesamiento de
informacién de la tarea de reconocimiento de objetos tanto en animales eficientes como no

eficientes, en la evocacion de una memoria reciente y remota, con objeto familiar y novedoso.

Tarea de reconocimiento de objetos. La TRO es una conducta que no requiere ningin tipo de
reforzador por ello se considera que este tipo paradigma conductual produce una memoria labil
en los animales que la ejecutan. Se ha visto que una sesién de entrenamiento con 2 objetos puede
almacenarse por 2 horas (Ennaceur et al., 1989) pero no por un periodo superior a 2 horas
después de la udltima sesion de adquisicion (Ennaceur et al., 1989); sin embargo, en trabajos un
poco mads recientes se ha recuperado informacion de esta tarea hasta por un periodo de 24 horas
(Balderas et al., 2008). No obstante, nosotros estandarizamos esta tarea en la cual se hizo un
sobreentrenamiento de 5 dias con un ensayo por dia (sesiones de familiarizacién) con 3 objetos a
discriminar cuya memoria se pudo evocar a las 24 horas y 7 dias después de la tltima sesion de
entrenamiento, en la cual el almacenamiento de esta informacién fue duradero y estable hasta por
7 dias pues no se encontrd diferencias en las pruebas de retencidn ejecutadas en ambos puntos
temporales. Otro aspecto que también se tuvo en cuenta para estandarizar este paradigma fue la
habituacion al contexto en el cual se iba a llevar a cabo el entrenamiento y la prueba de memoria

durante 5 dias, se ha visto que ratas que han sido expuestas a repetidas exposiciones al ambiente
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prefieren el objeto novedoso en la prueba de retencion, ademds conductas como locomocion,

estrés y neofobia se ven disminuidas (Balderas et al., 2008).

Se ha visto que durante las primeras sesiones de exposicion a la TRO (adquisicion) la rata se
habitia a las caracteristicas del estimulo (objetos), el test de objeto novedoso es considerado
como test de habituacién porque la preferencia por el objeto novedoso se indica como un
decremento en la respuesta a medida que aumenta el nimero de ensayos ante el objeto familiar y
un incremento en la respuesta del objeto novedoso (deshabituacion) (Besheer J y Bevins R,
2000); en este caso, en el cual la adquisiciéon de la TRO fue de 5 sesiones se observd dicho
decremento de la respuesta desde la primera sesién de adquisicidn, sin embargo, el decremento
significativo en el tiempo de exploracidn a los objetos se observé a partir de la tercera sesion de
entrenamiento, por lo cual se podria inferir que el paso de la memoria labil de una sesion de
entrenamiento a una memoria duradera y estable se observa a partir de la tercera sesiéon de

adquisicion.

Como es bien sabido, en la mayoria de las tareas conductuales hay animales que ejecutan de
manera eficiente y no eficiente dicho paradigma, en este trabajo nos interesaron ambos casos
pues quisimos observar la dindmica en la activacion de las células granulares NeuN/BrdU+ y
NeuN/BrdU- (las cuales fueron marcadas con el método establecido en este mismo trabajo) en el
GD expresando la proteina Arc. Como pardmetro de la selecciéon de los animales se utilizé la
variabilidad (desviacidon estdndar) en el indice de exploracién para cada uno de los objetos
presentados en cada una de las 5 sesiones de adquisicién y en las 3 sesiones de prueba de

retencion en la TRO para cada uno de los sujetos experimentales.

Marcaje de nuevas células granulares en el GD. El BrdU es un andlogo a la timidina, el cual
se utilizo en esta investigacion con el fin de marcar las células granulares que han pasado por un
proceso de division celular, sin embargo, estos marcadores tienen tendencias a marcar de manera
diferencial el nimero de células dependiendo de la dosis utilizada, por ello fue necesario
estandarizar la dosis adecuada para marcar una gran poblacién de nuevas células granulares en el
GD; en el caso del BrdU se ha reportado (Cameron et al., 2001) que las dosis superiores a 300
mg/kg en administracion unica, o periodos inferiores a 3 dias provocan saturacién del farmaco en

el sistema y en la mayoria de los casos se observa toxicidad, pero, en nuestro trabajo
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encontramos que dentro de las dosis Optimas (200mg/kg) se puede obtener un efecto téxico para
el organismo, como es el caso de la concentraciéon de 200mg/Kg por 15 dias, esto se debe a la
intensidad del tratamiento, es decir, el tiempo en el cual los sujetos experimentales son
inyectados. En la mayoria de los casos una dosis de 200 mg/Kg con intervalos de 1 dia durante
15 dias marca un ndmero similar de nuevas neuronas que un tratamiento de 100 mg/Kg durante
7dias. También se puede observar saturacion del sistema usando la concentracion de 200 mg/Kg
durante 15 dias, esto se vio en un decremento del porcentaje de células BrdU+. La dosis 6ptima
para obtener una poblacidon de nuevas células granulares grande sin afectar la vida del sujeto
experimental fue de 200mg/kg durante 7 dias. Con este tltimo tratamiento se obtuvo el 0,55% de
las células granulares marcadas con BrdU en la banda superior y el 0,68% de células granulares
BrdU en la banda inferior del GD; en otro trabajo reciente que desarrollamos en el laboratorio
(Sandoval et al., 2011) donde se utilizé una dosis de 200 mg/Kg en 4 administraciones en un solo
dia se report6 el 0,15% de las células granulares marcadas con BrdU en la banda superior del GD,
cuyo porcentaje de células fue evaluado 45 dias después de la dltima administracién de BrdU en
ambos trabajos, tiempo en el cual se ha demostrado que las nuevas neuronas granulares se han

integrado a la red hipocampal y han pasado por su periodo critico.

Distribucion de las células NeuN/BrdU positivas en las capas del GD. Estas nuevas neuronas
granulares se distribuyen desde la zona subgranular del GD (lugar donde proliferan) hacia la capa
1, capa 2, y capa 3 (Fig. 21); siendo la capa 1 la mds interna y la capa 3 la mds externa; se ha
reportado que en experimentos donde se ha colocado a los animales en exploracion de campo
abierto forzada se han distribuido el 12% de nuevas células granulares en la SGZ, el 51% en la
capa 1, el 23% en la capa 2 y el 13% en la capa 3 (Sandoval et al., 2011). Sin embargo, en sujetos
experimentales que ejecutaron la TRO esta distribucién varia, encontramos el 41.5% de las
nuevas células granulares en la SGZ, el 38% en la capa 1, el 10% en la capa 2 y el 25% en la capa
3. Esto puede deberse a que las nuevas neuronas granulares se pueden ir ubicando en cada una de
las capas de la capa granular del GD dependiendo del procesamiento de informacion que se esté
llevando a cabo, por ejemplo, se observo un efecto de la TRO en la distribucion de las células en

la capa 1 disminuy6 un 10%, pero en la capa 3 la conducta promovié que mas células llegaran a
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esta capa, este incremento fue del 14%, estos datos fueron considerados con respecto al control

intacto.

Participacion de las células granulares (NeuN+) del GD en el procesamiento de la
informacion de la tarea de reconocimiento de objetos. Desde que la TRO fue utilizada por
primera vez para estudiar la memoria (Ennaceur et al., 1988) se inicio la controversia sobre las
estructuras neuronales implicadas en el procesamiento de este tipo de informacion. Hay
evidencias con estudios de lesiones que demuestran que la corteza perirrinal y la regiéon de CAl
en el hipocampo son importantes para el procesamiento de informacién del objeto novedoso
(Winters et al., 2005, Brown et al., 2001, Wan et al., 1999, Winters et al., 2008). Otros trabajos
muestran que la contribucién del hipocampo (en especial el GD) en el procesamiento de este tipo
de informacion tiene que ver con la ubicacién de los estimulos con respecto al contexto (Mumby
et al., 2005), ademas de la familiaridad del estimulo (Wan et al., 1999, Brown et al., 2001,
Mumby et al., 2005, Winters et al., 2008); asi como estos trabajos se pueden encontrar otros en
donde las lesiones de estas estructuras indican que estas estructuras no son indispensables para la
ejecucion de la tarea de TRO. En este trabajo encontramos que en el GD hay células granulares
que participan en el procesamiento de informacién asociada a la TRO, dado que encontramos
células que expresan la proteina Arc en respuesta a esta tarea. Un hallazgo importante es que
existen patrones neuroanatémicos de actividad neuronal, medidos mediante la deteccion de la
expresion de la proteina Arc, caracteristicos de la tarea de reconocimiento de objetos. Esto debido
a que se observa un nimero de unidades neuronales activas (1.8%) en la lamina superior (lamina
3) significativamente mayor al nimero de unidades activas (~1.2%) en las laminas medial e
inferior del GD. Ademds se encontré una respuesta significativa de las células granulares de la
banda inferior del GD ante la TRO, lo cual es diferente de lo que se ha observado en otros
trabajos (Chawla et al., 2005); esta activacion coincide con la nocién del c6digo escaso para el

procesamiento de informacién espacial, que ahora se ha observado en una TRO.

Se ha reportado que experiencias espaciales inducen la expresion de la proteina Arc en 1.3% de
las neuronas granulares y en condiciones de control intacto solo el 0.5% de las células granulares
del GD muestran expresion de Arc (Chawla et al., 2005). Esto es consistente con estudios
electrofisioldgicos (Leutgeb et al., 2007). En otros trabajos en los cuales se somete a los animales

a exploracion de campo abierto forzado se ha observado que entre el 1.5 y el 1.75% de las células
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granulares expresan la proteina Arc (Chawla et al., 2005; Rosi et al., 2005, Ramirez-Amaya et al.,
2006, Sandoval et al., 2011) respectivamente; sin embargo, en este trabajo encontramos que en
animales controles intactos se activan el 1%, en exploraciéon de campo abierto el 1.7%, en la
prueba de retencion con objeto novedoso el 1.85% y con objeto familiar el 2.1% de las células
granulares del GD; estos valores cambiaron un poco con respecto a lo reportado, pues en la
condicién control intacto los animales fueron transportados al cuarto donde se llevé a cabo la
TRO, es posible que en ese cuarto las ratas pudieron activar células asociadas al nuevo contexto.
También varia el porcentaje de células granulares que se activan en el GD durante la exploracién
del contexto en donde se lleva a cabo la TRO pero sin objetos en comparacién con lo reportado
en la literatura en la exploracion de campo abierto forzado, pues la exploraciéon que ejecutaron las
ratas en este paradigma conductual fue de forma libre en el espacio de la caja, también esta
exploracion fue habituada al contexto (5 dias) cuya experiencia se convirti6 en algo familiar para
el sujeto. No obstante, hay trabajos en los cuales se han hecho anélisis semicuantitativo RT-PCR
de los niveles de ARNm de Arc en GD microdisectados de animales que exploran libremente un
campo abierto con arena familiarizado por 3 dias y no encontraron una expresion diferencial con
respecto a animales controles intactos (Soulé et al., 2008), es probable que la ausencia de
resultados diferenciales se pueda deber al tipo de técnica utilizada, en la cual pudo haber un error

de manipulacion en el momento de microdisectar el GD.

En la banda superior del GD se encontré que el 2.2% de las células granulares expresan la
proteina de Arc en respuesta de la prueba de retencién con objeto familiar y el 1.8% con objeto
novedoso esto puede explicarse con un antecedente en el cual se observo la expresion del GEIT
c-Fos en el cual se observa una alta activacion en las células granulares en respuesta a arreglos
familiares de los estimulos expuestos al sujeto experimental fendmeno que no ocurre ante
arreglos de los items novedosos (Wan et al., 1999), estos resultados sugieren que no es el
hipocampo el que estd involucrado en el procesamiento de la informacion asociada a la novedad,
lo cual se le atribuye ampliamente a la corteza perirrinal. En la banda inferior del GD esto no se
observa lo cual puede explicarse con las diferencias de conectividad que tiene esta subestructura

del hipocampo y es posible que pueda procesar otro tipo de informacién.

En la ejecucion de la TRO encontramos que las células granulares del GD responden expresando

la proteina Arc en mayor proporcién en la evocaciéon de una memoria remota (7 d) con objeto
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familiar y novedoso, sin embargo, en la tarea netamente espacial como es el caso de la
exploracion de campo abierto estas neuronas granulares se activan en mayor proporcion a las 24
horas después de la dltima sesién de exploracion. Esta diferencia en la activacién neuronal puede
deberse a los componentes diferenciales de la tarea, pues hay un componente de reconocimiento
en la TRO y en la exploracion del contexto es espacial. En un trabajo realizado por Maviel y
colaboradores (2004) en la ejecucién de una tarea especificamente espacial como lo es el
laberinto radial de 5 brazos se observé una mayor activacion de Zif268 y c-Fos en las células
granulares en el hipocampo dorsal y ventral ante la evocacion de informacion espacial reciente

(24 h), con respecto a la memoria remota (30 d).

Las células granulares del GD se activan expresando la proteina Arc de forma diferencial en las
diferentes capas del GD, en la TRO encontramos el 7.5% en la SGZ, el 27.5% en la capa 1, el
27% en la capa 2 y el 37.5% en la capa 3. En la literatura se ha reportado que en sujetos
experimentales que exploran diferentes ambientes la distribucion de las neuronas granulares
activadas es diferente, en la capa 1 (0.00007 células/area pixeles) y capa 2 (0.00008 células/area
pixeles), siendo significativamente menor las que se encuentran en la capa 3 (0.000045
células/drea pixeles), no encontraron neuronas que expresan Arc en la SGZ. (Chawla et al., en
preparacion). En un trabajo un poco mas reciente encontramos que en los animales que exploran
un campo abierto de manera forzada la distribucién de estas células activas varian siendo 0.7%
capa 1, 0.73% capa 2, 0.3% en capa 3, tampoco encontraron neuronas granulares expresando Arc
en la SGZ (Sandoval et al., 2011). Todos estos datos nos hacen pensar que existe la posibilidad
de que el procesamiento de informacién en el GD se hace por medio de una segregaciéon de la
informacién entre las tres capas identificadas dependiendo de la tarea conductual o de la
experiencia del sujeto experimental. En el caso de la TRO se encontraron células activadas en la
SGZ y mayor proporcién en la capa 3, esto es muy diferente de lo que se ha reportado en la
literatura por Sandoval y colaboradores (2011) ya que la tarea no es espacial sino que tiene el
componente de reconocimiento. No encontramos ninguna relacién en el porcentaje de células
granulares que expresan la proteina Arc en animales que ejecutaron la TRO de manera eficiente o

no eficiente y animales que exploraron el contexto de manera libre sin objetos.

Participacion de las nuevas células granulares del GD que proliferan en el animal adulto en

el procesamiento de la informacion de la tarea de reconocimiento de objetos. Se conoce
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desde hace 46 afos que en el cerebro del animal adulto se producen nuevas células granulares
(Altman et al., 1965) en la SGZ del GD en el hipocampo, lo que ha sido muy complejo es
determinar que funciones cumplen estas nuevas neuronas en el procesamiento de informacién. En
este trabajo hemos encontrado que hay un porcentaje diferencial de nuevas neuronas granulares
que expresan la proteina Arc siendo mayor en la banda superior que en la banda inferior del GD.
El 1% de estas neuronas nuevas en la banda superior se activan en sujetos controles, el 1.1% en
animales que exploraron el contexto libremente, el 3.1% en la ejecucién de una prueba de TRO
con objeto familiar y el 1.15% con objeto novedoso. Lo cual coincide con la dindmica de
activacion de las células granulares BrdU negativas. Se ha reportado en animales que exploran un
campo abierto forzadamente el 0.48% expresan la proteina Arc (Sandoval et al., 2011). Esto nos
muestra que las nuevas neuronas estdn participando en el procesamiento de informacién de

reconocimiento de objetos en mayor proporcion comparado con la exploracion espacial.

Las nuevas neuronas granulares también se activan a lo largo de las diferentes capas del GD, se
encontrd que el 0.15% de las células granulares BrdU+ que expresan la proteina Arc en la SGZ,
el 1.35% en la capa 1, 0.8% en la capa 2 y 0.35% en la capa 3; sin embargo, la TRO tiene un
efecto claro en la distribucién de las nuevas células activadas en el GD, la mayoria de nuevas
neuronas granulares se activan en todas las capas ante la prueba de retencidén con objeto familiar,
si bien es cierto en la SGZ las nuevas células granulares solo responden a la prueba de memoria
de la TRO con objeto familiar y novedoso, esto nos puede indicar que esta activacién en la SGZ
es exclusiva para la TRO ya que no se ha observado esta activacion en tareas espaciales
(Sandoval et al., 2011). En la capa 2 del GD no se encontraron células que se activan
especificamente a la prueba de retencion con objeto novedoso sino a la exploracién al contexto;
es podria sugerir que las conexiones de la corteza perirrinal estdn llegando directamente a todas
las capas del GD especificamente a la SGZ pero no a la capa 2 pues ahi no se observa
procesamiento de informacién debido a la novedad del objeto, no obstante se requieren estudios

especificos que puedan permitir la conclusién de esta hipdtesis.

Las células que proliferan en el animal adulto en el GD responden en mayor proporcién (0.74%)
en la prueba de memoria reciente (24 h) de la TRO con objeto familiar, de igual forma, en la
exploracién del contexto libre hay tendencia a que estas nuevas neuronas respondan mas a las 24

horas, sin embargo, en la prueba de retencioén de la TRO con objeto novedoso la mayor cantidad
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de nuevas células granulares responden ante una memoria remota (7 d). Estos datos coinciden
con el trabajo de Goodman y sus colaboradores (2010) en el cual se inhibi6 la neurogénesis con
MAM (methylazoxymethanol acetate) y encuentran la falta de estas nuevas neuronas afectan la

evocacion de memorias recientes (24 h) en una prueba espacial dependiente de hipocampo.

En aras de interpretar un poco mas a fondo la funcionalidad de las nuevas neuronas granulares se
analiz6 la activacion de estas células BrdU+ en animales que ejecutaron de manera eficiente y no
eficiente la TRO. Encontramos que el 3.75% de las células BrdU+ expresan la proteina Arc en
animales no eficientes, el 0,5% en animales eficientes, el 1.15 en aquellos que exploraron el
contexto y el 1% en aquellos que son control intacto. Estos datos contra intuitivos muestran una
correlacién inversamente proporcional (Coef. Correlacion=0.885, p<0.0001), es decir, a mayor
numero de células nuevas activadas es menor la eficiencia de los sujetos experimentales para
ejecutar la TRO. Este hallazgo puede interpretarse con el aporte de Aimone y colaboradores
(2006), en donde dicen que —“la inclusion de nuevas células granulares en el GD pueden tener
un efecto opuesto a la separacion de dos eventos”-, cuya funcionalidad es preponderante en el
GD. Si las nuevas neuronas son las que mayor probabilidad de disparar que las neuronas
granulares maduras son las que tienden a responder a un estimulo entrante, sin embargo neuronas
que han nacido en un periodo més corto tienen a responder a un segundo estimulo con mayor
probabilidad, esto implica que habra un sobrelape en la codificacién en CA3 formando un patrén,
pero como son estas nuevas células més responsivas ante otros eventos van a sobrelapar mds
estimulos entrantes en CA3 y esto conllevaria a que la funcidn de separador de patrones ya no
seria tan eficiente. Este tipo de andlisis conllevan a pensar que este efecto es transitorio, ya que
se ha visto que a medida que las nuevas neuronas maduran se especializan hasta llegar al grado
de las neuronas maduras, quienes separan patrones de forma adecuada, es por esto que animales
que son no eficientes en la TRO, que no son capaces de discriminar ante los objetos y de
reconocer la novedad y la familiaridad son los que mds células granulares nuevas activan

expresando la proteina Arc.

Lo que si queda claro es que si bien el hipocampo o principalmente el GD no son estructuras
centrales en el procesamiento de informacién de la TRO, si participan en dicho procesamiento, lo
que demuestra una vez mds que la informacion en el sistema nervioso se procesa en redes locales

e integrales, ademads, de que la informacién es redundante.
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CONCLUSIONES

Los sujetos experimentales lograron aprender la tarea de reconocimiento de objetos utilizando 3
objetos a familiarizar en 5 sesiones de adquisicion (una diaria). La informacién adquirida fue
evocada tanto a las 24 horas como a los 7 dias después de la ultima sesion de adquisicion,
observando que a partir de la tercera sesion de entrenamiento a la tarea conductual es donde se ve
el decremento significativo en el tiempo de exploracion de los objetos. La retencion de esta
informacién pudo ser recuperada de manera eficiente o no eficiente en los sujetos experimentales,

lo cual fue usado como pardmetro de clasificacion para el anélisis histoldgico.

Las células granulares del GD participan en el procesamiento de informaciéon de la TRO
expresando la proteina Arc, lo cual implica que el procesamiento de informacién en el sistema
nervioso no estd presente en una sola estructura, sino que se da en redes locales e integrales
reiterando que hay redundancia en el procesamiento de informaciéon en multiples estructuras

cerebrales.

La proporcion de células que expresan la proteina Arc en las células granulares del GD fue mas
alta en la prueba de retencion con objeto familiar, seguida de la exploracion al contexto libre y la
prueba de memoria con objeto novedoso. Hay una regionalizacion en la activacién de las células
granulares en las diferentes capas del GD, encontrandose activacién en la SGZ y es su mayoria en
la capa 3; lo cual implica que esta activacioén por regiones pueda darse de acuerdo al tipo de

informacién que estd procesando el GD.

La informaciéon que tiene el componente de reconocimiento de objetos puede ser evocado
activando mayor proporcion de células granulares en la prueba de retencién de memoria reciente
(24 h), lo cual no ocurre con la informacion espacial, como es el caso de la exploracion libre del
contexto, el cual involucra mds neuronas granulares 7 dias después de la dltima sesién de

exploracion.

Las células granulares nuevas (NeuN/BrdU+) se distribuyen a lo largo del GD, sin embargo, se

encontré un efecto de la conducta (TRO) en esta distribucidn, es decir, las nuevas neuronas tienen
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a desplazarse més hacia la capa 3 y a distribuirse en menor proporcién a la capa 1 con respecto a
los controles intactos que si se distribuyen en mayor proporcion en la capa 1 y menor en la capa

3.

Las nuevas células granulares se activan expresando al proteina Arc en mayor proporcion ante
una prueba de retencién de memoria reciente (24h) de la TRO con objeto familiar. También
encontramos que hay activacion de estas neuronas en la SGZ, aunque la mayoria en la capa 1 del
GD; la activacion en la SGZ es especifica para componentes de novedad y familiaridad de los
objetos de la TRO. En la capa 2 las células activas responden a la exploracién espacial, lo cual
nos aproxima a intuir que hay conexiones especificas a las diferentes regiones del GD que activan

las nuevas neuronas de acuerdo al tipo de informacion del estimulo entrante.

Hay una correlacién inversamente proporcional entre el nimero de nuevas células granulares
activas y la eficiencia que tiene el animal para ejecutar la TRO. Esto infiere que el proceso
neurogénico esta creando ruido en la informacion que se estd separando en el GD, esto se debe a
la alta responsividad de estas nuevas neuronas ante la informacion entrante por lo menos en

células que no se han especializado totalmente a los 45 dias de su proliferacion.

Se deben ejecutar trabajos de investigaciéon que nos muestre mas evidencias de la regionalizacién
que hay en el procesamiento de informacién en el GD y la relacién con la activacion de otras
estructuras, ademads, de algunos trabajos que aporten claridad en la respuesta de las nuevas
células granulares en la eficiencia de los animales para ejecutar tareas conductuales en una etapa

de maduracién y especializaciéon mayor.
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APENDICE

1. Objetos utilizados en la tarea de reconocimiento de objetos.

Durante la adquisicién y la prueba de retencidn de la tarea de reconocimiento se utilizaron los siguientes
objetos:

Los cuales fueron agrupados en objetos familiares (A, B, C) y en objetos novedosos (D, E, F), los objetos
familiares fueron expuestos al sujeto experimental durante las cinco sesiones de adquisicién y los objetos
novedosos fueron expuestos al animal durante las tres sesiones de la prueba de retencion.

2. Coeficiente de Gundersen.

La estereologia ofrece una serie de ventajas importantes para los estudios enmarcados dentro del campo
cientifico, entre ellas destacan por ejemplo la reduccién en el nimero de sujetos que forman parte de la
muestra sobre los que se hardn las estimaciones de interés. Numerosas investigaciones sobre la eficacia de
dichos métodos han determinado que con una muestra de 4-6 sujetos en la mayoria de los casos se
obtendran unas estimaciones fiables (West y Gundersen, 1990; West, 1993). Se ha propuesto el célculo de
la variacion debida al conteo de las neuronas dentro de una misma seccién con el coeficiente de
Gundersen (C.E).

JA+C—4B/12
CE=J /

ZPi
Pi = Proporcion de neuronas
m m—1 m—&
A= Zpiz B = z Pi'Pl:'l‘l C= z Pi.PI'_.'_z
i=1 i=1 i=1

Se ha considerado que indices que van de 0.5 a 1.0 presentan una alta variabilidad en el conteo y se
considera el resultado como no confiable, lo cual sugiere que hay que aumentar el nimero de imigenes
analizadas. Cuando el indice va de O a 0.49 se consideran datos confiables, a aquellos que fueron
analizados como resultado del conteo celular.
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