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“Una vez que el desarrollo ha terminado las fuentes de crecimiento y regeneracion de los axones y de las
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terminado e inmutable. Todo puede morir, nada se puede regenerar. Es para las ciencias del futuro cambiar,
si es posible, éste duro decreto”.
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RESUMEN

El giro dentado es una regién del hipocampo en el cerebro adulto en la que se lleva a cabo la
generacion de nuevas neuronas. Estas nuevas neuronas son fuertemente influenciadas por
diversos estimulos ambientales. Especificamente, se ha reportado que el ambiente
enriquecido regula positivamente el proceso neurogénico. Adicionalmente, se ha observado
que éste tiene efectos benéficos sobre la conducta. Por otra parte, las nuevas neuronas han
sido involucradas en procesos de aprendizaje y memoria, y con conductas afectivas.
Recientemente se propuso que debido a una mayor plasticidad en un periodo especifico de su
desarrollo, las nuevas neuronas pueden contribuir de forma diferente de las neuronas
maduras en la codificacion de informacién. Con el objetivo de estudiar si la integracion de las
nuevas neuronas en circuitos funcionales es influenciada por su edad y el ambiente (tareas de
procesamiento espacial o asociadas a conductas emotivas), en este trabajo se midi6o la
expresion de la proteina Arc (marcador de activacion celular) en nuevas neuronas de
diferentes edades en respuesta a tareas conductuales distintas (exploracion ambiental o nado
forzado). Para tal fin, en este trabajo se realizaron dos experimentos. En el primer experimento
roedores adultos de la cepa BalbC fueron mantenidos durante seis semanas en alojamiento
estandar, en el dia 42 del experimento fueron sometidos a una o dos exploraciones
ambientales. En el segundo experimento, los roedores se mantuvieron durante 6 semanas en
alojamiento estandar (AE) o en enriquecimiento ambiental (ENR), finalmente en el dia 42 del
experimento fueron sometidos a la prueba de nado forzado. Con el objetivo de marcar dos
poblaciones celulares de nueva generacion a diferentes edades, al inicio de ambos
experimentos todos los roedores recibieron una dosis del andlogo de timidina CldU (para
marcar células de 6 semanas). Tres semanas después se les aplicé una dosis del analogo de
timidina IdU (para marcar células de 3 semanas). Los grupos fueron en el experimento uno: 1)
alojamiento estandar/control (CTR); 2) roedores expuestos al ambiente A (A); 3) roedores
expuestos dos veces al ambiente A (A-A); 4) roedores expuestos al ambiente A seguido de
una exposicién al ambiente B (A-B). En el experimento dos los grupos fueron: 5) roedores
alojados en AE sometidos a nado forzado (AE/NF); 6) enriquecimiento ambiental/control
(ENR); 7) roedores alojados en enriquecimiento expuestos a nado forzado (ENR/NF). Treinta
minutos después de finalizada cada tarea los roedores fueron sacrificados y el tejido se
procesé para inmunohistoquimicas. A través de la técnica de inmunohistoquimica por el
método del complejo avidina-biotina-peroxidasa se cuantificé el nUmero de nuevas células de
tres y seis semanas de edad (células positivas a IdU y CldU respectivamente). Se analizé la
expresion de la proteina Arc (marcador de activacion celular) en la poblacion total de células
granulares y se realiz6 una doble tincién para marcar las células positivas a doblecortina

(proteina expresada en neuronas inmaduras) que expresaron la proteina Arc. A través de
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inmunofluorescencias se analizé la expresion de la proteina Arc en las nuevas células de tres
y seis semanas de edad positivas para CldU e IdU respectivamente.

Los resultados muestran un incremento significativo en el nimero de células granulares en el
giro dentado que expresaron la proteina Arc en los roedores que fueron expuestos a dos
ambientes de exploracién (A-A) y (A-B), asi como en los grupos que fueron sometidos a la
prueba de nado forzado (AE/NF) y (ENR/NF). La condicién de alojamiento AE o ENR no
produjo diferencias significativas en la activacion de las células granulares del giro dentado en
respuesta a la exposicion al nado forzado. De manera interésate, se observd una reduccién en
el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en los roedores que fueron alojados en
enriquecimiento ambiental. Asi mismo, en estos grupos de ENR se encontr6 un incremento
significativo en el nimero de células de 6 y 3 semanas de edad y en el nimero de neuronas
inmaduras que expresan la proteina doblecortina (DCX). El andlisis de las células de nueva
generacion que expresaron la proteina Arc sugiere que neuronas mas maduras tienen mayor
probabilidad de ser activadas en una tarea de exploracién ambiental, mientras que neuronas
mas jovenes tienen mayor probabilidad de ser actividad en una tarea con componentes
emocionales y de mayor exigencia para los roedores como es la tarea de nado forzado.

Este estudio indica el involucramiento del giro dentado y de neuronas de nueva generacién en
tareas de procesamiento espacial y en una situacion con un nivel de estrés moderado. Asi
mismo, los resultados reflejan la influencia positiva del enriquecimiento ambiental en el
proceso neurogénico y en el afrontamiento de una situacion estresante. Sin embargo el
enriquecimiento no tiene efecto en el nimero de células granulares activadas en respuesta a
ésta situacion. Por otro lado nuestros resultados sugieren que la activacién de las nuevas
neuronas es dependiente tanto de su edad como de las caracteristicas del ambiente. En una
situacion ambiental con un nivel moderado de estrés las células de nueva generacién, en un
estado de madurez menor, podrian tener un papel diferente al de la poblacion de células
granulares maduras. En este sentido, uno de los mecanismos a través del cual el ambiente
enriquecido tiene un efecto positivo en la tarea de nado forzado, podria ser la incorporacién de
nuevas neuronas en circuitos funcionales, especificamente aquellas en un periodo de

maduracién menor.



ANTECEDENTES

HIPOCAMPO

El hipocampo es parte de un grupo de estructuras relacionadas entre si que
juntas comprenden un sistema funcional llamado formacién hipocampica. Este
sistema incluye a la corteza entorrinal, el giro dentado, el complejo subicular que
se compone del subiculum, el parasubiculim y el presubiculum y el hipocampo
también llamado cornu ammonis (CA) o “cuerno de Amén”, el cual a su vez tiene
tres subdivisiones, nombradas CAl, CA2 y CA3 (Amaral & Lavenex, 2007; Gluck
& Myers, 2001).

En la mayoria de las especies la formacion hipocdmpica es una estructura
elongada con su eje largo, conocido como septotemporal, extendiéndose con una
forma de C desde la linea media del cerebro cerca del ndcleo septal
(rostrodorsalmente) sobre y detras el talamo en el I6bulo temporal (Leranth
&Hajszan 2007; Amaral & Lavenex, 2007).

Fig.1
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Fig. 1. llustracion de la formacidn hipocampica de roedor. Representacidon esquematica de las diferentes estructuras que conforman la
formacién hipocampica: corteza entorrinal, complejo subicular, giro dentado y el hipocampo dividido en CA1, CA2 y CA3.Tomado de
Amaral et al., 2007.

La formacion hipocampica es una de las pocas regiones del cerebro que recibe
informacion sensorial multimodal altamente procesada de una gran variedad de
fuentes de la neocorteza, esto le da la habilidad de integrar informacién de varias

modalidades sensoriales. A diferencia de la neocorteza cuyas conexiones entre
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regiones son reciprocas, las conexiones entre las estructuras de la formacién
hipocampica se establecen en una sola direccion (Amaral & Lavenex, 2007).

El circuito principal de procesamiento de la informacion, nombrado circuito
trisinaptico, es unidireccional y glutamatérgico (Leranth & Hajszan, 2007). La
informacion que proviene de la neocorteza en su mayoria entra al hipocampo por
la corteza entorrinal. A través de la via perforante las neuronas de la capa Il de la
corteza entorrinal mandan sus proyecciones al giro dentado y al &rea CA3. El area
CA1l y el subiculum reciben proyecciones de la capa lll de la corteza entorrinal a
través de la via perforante y el camino alvear (Amaral & Lavenex, 2007). Las
células principales del giro dentado, las células granulares, conectan con las
células piramidales del al &rea CA3 del hipocampo a través de la fibra musgosa.
Las neuronas piramidales del area CA3 proyectan al area CA1 por medio de las
colaterales de Schaffer. A su vez, las células piramidales de CAl mandan
proyecciones directas a la corteza entorrinal asi como al subiculum cuyos axones
posteriormente entran también a la corteza entorrinal en capas mas profundas, asi
como al presubiculum y el parasubiculum (Amaral & Lavenex, 2007).

Fig.2
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|Fig, 2. Esquematizacion del circuito trisinaptico en el hipocampo. La corteza entorrinal manda proyecciones a través de la via
perforante al giro dentado, cuyo axones conectan con las células piramidales de CA3. Estas células a través de las colaterales de
Schaffer a su vez mandan proyecciones a las células piramidales de CA1, que posteriormente proyectan sus axones a la corteza
entorrinal y al subiculo. Finalmente el subiculum envia proyecciones a la corteza entorrinal, que manda la informacion de regreso a la
neocorteza. Tomado de Amaral & Lavenex, 2007.

Adicionalmente de la informacién proveniente de la neocorteza, la formacién
hipocampica también procesa informacién proveniente de estructuras



subcorticales que en su mayoria entran por el subiculum a través del camino
fimbria-fornix (Amaral & Lavenex, 2007). Estas aferencias y la actividad de
interneuronas GABAergicas locales de diferente tipo regula la activacion del

circuito ya mencionado (Leranth & Hajszan. 2007).

Giro dentado

Debido a la localizacion dentro de la formacion hipocampica, asi como sus
caracteristicas especificas, el giro dentado tiene una gran importancia en la
funcionalidad del hipocampo. Es una estructura cortical trilaminar con una
caracteristica forma de U o V. Las tres capas que lo conforman son la capa
molecular, la capa granular y la capa polimérfica (Amaral & Lavenex, 2007).

La capa molecular esta relativamente libre de células, ya que su area esta
ocupada principalmente por la dendritas de las células granulares de la capa
granular asi como por las fibras de la via perforante. Se pueden encontrar en esta
capa algunas interneuronas y axones provenientes de diferentes regiones (Amaral
et al., 2007).

La capa granular esta formada principalmente por células granulares densamente
empaquetadas, cuyas dendritas estan orientadas radialmente hacia la capa
molecular del giro dentado. Los axones de las células granulares, las fibras
musgosas, mandan proyecciones a las células piramidales del area CA3. Asi
mismo estas proyecciones entran al giro dentado donde dan lugar a colaterales
que forman conexiones con las células canasta, las cuales son células inhibitorias
localizadas en el borde de la capa granular y la capa polimérfica (Leranth
&Hajszan, 2007; Amaral et al., 2007). Adicionalmente, en esta regidn se generan
células con la capacidad de proliferar y de diferenciarse en diferentes estirpes
celulares, incluyendo el neuronal. Lo anterior le confiere al giro dentado la
capacidad distintiva de generar nuevas neuronas (Altman & Das, 1965; Cameron
& Mckay, 2001). En la capa polimérfica, también llamada hilus, se localizan
diferentes tipos de células, uno de las mas prominentes son las células musgosas
(Amaral et al., 2007).



Fig.3

Fig. 3. llustracion del giro dentado. Se observan las tres capas que componen al giro dentado: capa molecular, capa granular y capa
polimérfica. Esquematizacion de una célula granular que manda sus proyecciones dendriticas a la capa molecular y su axén al area CA3.
Tomada de Amaral et al., 2007.

Mulders y colaboradores (1997) reportaron que aproximadamente 112,000 células
piramidales de la capa Il de la corteza entorrinal medial y lateral mandan
proyecciones al giro dentado, el cual se compone aproximadamente de 1,200,000
neuronas granulares (Rapp & Gallagher, 1996). En funcion de la poblacién celular
se dice gue existe una divergencia de la entrada de la informacién de la corteza
entorrinal al giro dentado, seguido por una convergencia al area CA3, ya que la
poblacion celular del area CA3, se reduce de acuerdo a lo reportado por Rapp y
Gallagher (1996) a aproximadamente a 250,000 células piramidales (Schmidt et al.
2012).

Debido a la anatomia del giro dentado y a las conexiones que éste forma con otras
estructuras se le ha conferido a éste un papel especifico en la codificacién de
cierto tipo de informacion (Amaral et al., 2007). Se ha considerado que un papel
del giro dentado en los procesos de memoria es su participacion en la separacion
de patrones. La separacion de patrones es la formacién de diferentes
representaciones a partir de las mismas entradas de informacion, lo cual implica la
habilidad de diferenciar y codificar cambios pequefios o débiles en las entradas de
informacion. Esto podria ser logrado a través de la dispersion de la informacion en

un mayor numero de células en el giro dentado (Lee & Solivan, 2010).



Adicionalmente a las conexiones que la corteza entorrinal establece con el giro
dentado, éste recibe conexiones de estructuras subcorticales. Aferencias
originadas del nucleo septal medial y la banda diagonal de Broca proyectan
aferencias colinérgicas y GABAergicas. Adicionalmente, el giro dentado recibe
fibras serotoninérgicas del nucleo medio del rafé, aferencias noradrenérgicas del
ndacleo pontino y el locus coeruleus y conexiones dopaminérgicas del éarea

tegmental ventral (Leranth & Hajszan, 2007).

Papel del hipocampo en la conducta

La funcion exacta de la region hipocaAmpica y de cada una de sus estructuras
continua siendo objeto de un continuo debate y de estudio. Sin embargo, el
circuito neuronal formado entre éstas, asi como su anatomia ha llevado a
proponer un posible papel en la codificacion de la memoria (Gluck & Myers, 2001;
Schmidt et al. 2012).

En ese sentido, se cree que el hipocampo es una estructura involucrada en la
adquisicién y consolidacion de nuevas memorias de tipo declarativo (Eichenbaum,
2004). También se ha indicado que una funcién determinante de esta estructura
es la de actuar como entrada y filtro para la informacién, determinando que
episodios y hechos particulares son procesados para posteriormente ser
almacenados en la memoria de largo plazo en la corteza (Gluck & Myers, 2001).
Otros estudios han sugerido que el hipocampo es una estructura critica para la
codificacion del contexto de una experiencia y la configuracion de los estimulos,
dando cada parte de la formacién hipocampica una aportacién fundamental para
lograr la formacion de diferentes representaciones (Morris, 2007; Gluck & Myers,
2001).

Hipocampo como mapa cognitivo

Entre otras teorias o hipétesis que se han estructurado para explicar el papel del
hipocampo se encuentran aquellas que lo involucran en la construccién de mapas
del ambiente, procesando y guardando la informacion espacial (Kryukokv, 2008;

Gluck & Myers, 2001). La teoria del mapa cognitivo propone la existencia de un



sistema neuronal que provee las bases para la representacion integrada y la
construccion de mapas espaciales del ambiente, mismos que posteriormente el
animal utiliza para navegar en su espacio (Morris, 2007; Kryukov, 2008). En 1948
Tolman planteo las bases de la teoria del mapa cognitivo al sugerir que la
navegacion espacial es guiada por mapas cognitivos internos que flexiblemente
representan las relaciones espaciales en su totalidad entre marcas del ambiente.
Posteriormente O’Keefe y Nadel en 1978 propusieron que las células de lugar son

los elementos basicos para la representacion de estos mapas (Moser et al. 2008).

Las células de lugar son neuronas en el hipocampo que exhiben actividad
eléctrica cuando el animal se encuentra en una region especifica del ambiente.
Estas células disparan cuando el roedor se encuentre en un lugar determinado del
espacio, llamado el campo de lugar de la célula, las células de lugar vecinas
disparan en diferentes lugares, de esta manera el ambiente entero se representa
en el hipocampo a través de la actividad de la poblacién local de células (O’Keefe
& Dostrovsky, 1971; Moser et al., 2008).

Tras una exploraciéon ambiental la formacién de campos de lugar implica una
actividad intensa de células. Se ha observado que la misma actividad induce no
solamente una fuerte expresion de algunos genes de expresion temprana como
Arc (proteina asociada a citoesqueleto regulada por actividad) en neuronas del
hipocampo, sino que el porcentaje de neuronas que presentan activacion de estos
genes es comparable con estudios electrofisiolégicos (Guzowski et al., 1999).
Estos estudios realizados por Guzowski y colaboradores en 1999 utilizando la
técnica catFISH (andlisis celular de compartimiento de la actividad temporal por
hibridacién in-situ fluorescente), permitié la discriminacién y cuantificacion de
diferentes poblaciones neuronales que fueron activadas por dos experiencias. Lo
anterior demostré que la expresion de Arc en neuronas piramidales del area CA1l
del hipocampo esta relacionada con procesos de codificacion neuronal y el
establecimiento de representaciones internas del mundo exterior. En ese trabajo
se observo que ratas expuestas a un ambiente de exploracion presentaron una

activacion del 40 % de las células del area CA1 del hipocampo. Al exponer a los



animales nuevamente al mismo ambiente el porcentaje de células activadas
correspondio a un 90 % de las células activadas en el primer ambiente. Sin
embargo, cuando las ratas fueron expuestas a un nuevo ambiente, entonces un
grupo diferente de células fue activado (Guzowski et al., 1999).

Las células granulares del giro dentado también exhiben campos de lugar, aunque
son significativamente mas pequefios que los del area CAl. Asi mismo, la
expresion de Arc en el giro dentado reproduce el patron de actividad observado en
el area CA1 y CA3 (Chawla et al., 2005). En relacién a esto, pero a través de la
expresion de zif268 otro gen de expresion temprana, en un estudio de Marrone y
colaboradores (2011) se observé que cuando ratas eran expuestas dos veces a un
mismo ambiente, cerca del 70% de las células en el giro dentado que se activaron
en el primer ambiente se volvieron a activar en el segundo. Sin embargo, cuando
las ratas fueron expuestas a dos ambientes diferentes, entonces solo alrededor
del 30% de células se reactivd en el segundo ambiente. A pesar de que dos
poblaciones celulares diferentes se activaron cuando los animales fueron
expuestos a ambientes diferentes, el porcentaje de células que se activo
repetidamente en ambos ambientes fue mayor en el giro dentado que el
encontrado en otras areas de la formacién hipocampica como CA1l. Por otra parte,
en el mismo estudio, Marrone y colaboradores mostraron que la cantidad de
células que se activan repetidamente en los dos ambientes iguales disminuye en
roedores viejos en comparacion con la activaciéon observada en roedores joévenes.
Esta diferencia no fue encontrada cuando la exploracion ambiental se dio en
ambientes distintos. Tal diferencia podria estar dada por la implicacién del giro
dentado en la separacién de patrones y el requerimiento de éste en codificar dos
ambientes altamente similares (Marrone et al,. 2011). El procesamiento espacial
provoca actividad en una poblacion muy pequefa de células granulares en el giro
dentado, sin embargo la mayoria de las células de esta poblacion responden a
multiples ambientes. La probabilidad de que una célula granular en el giro dentado
sea reclutada en dos ambientes diferentes es mayor a la dada por el azar
(Leutgeb et al., 2007; Marrone et al., 2011).
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Hipocampo y conductas con componentes emocionales

Aunado a lo anterior, también se ha establecido que el hipocampo esta
intimamente relacionado a la conducta emocional (Fanselow & Dong, 2010). Se
sabe que el hipocampo ejerce una regulacion negativa sobre el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA, por sus siglas en inglés). EI HPA es el sistema
responsable del inicio de las respuestas de glucocorticoides al estrés en todos los
animales vertebrados, el cual maximiza el potencial de sobrevivencia del animal
en situaciones que amenazan el bienestar fisico o psicolégico (Jankord & Herman
2008, Dranovsky & Leonardo, 2012; Dedovic et al., 2009). A pesar del papel critico
que tiene el estrés en la adaptacién y sobrevivencia del individuo, una exposicién
prolongada a un estresor puede provocar importantes disfunciones metabdlicas,
inmunologicas y psicolégicas. Debido a lo anterior se requiere que la secreciéon de
glucocorticoides sea un proceso altamente regulado (Jankord & Herman, 2008;
Radley, 2012).

En el hipocampo se expresan receptores de glucocorticoides y mineralcorticoides,
alcanzando la maxima expresion en el giro dentado. Debido a expresion la
formacion hipocampica detecta en un rango amplio los cambios en los niveles de
glucocorticoides en el sistema, dando lugar a una regulacién negativa a través de
la inhibicién de la respuesta del eje HPA (Jankord & Herman, 2008; Dranovsky &
Leonardo, 2012). Se ha observado que lesiones del fornix, lo cual elimina la
comunicacién entre el hipocampo y el hipotalamo, prolonga la respuesta del eje
HPA a algunos estresores. Aquellas fibras que provienen de regiones ventrales del
hipocampo estan especialmente involucradas (Sapolsky et al., 1989; Herman et
al., 1992). Herman y colaboradores (1998) reportaron que la lesion del subiculum
ventral, provocé una hipersecrecion de glucocorticoides tras la exposicion a
diferentes estresores. En el mismo sentido Dunn y Orr (1984) y Rubin y
colaboradores (1966) reportaron que la estimulacion del hipocampo disminuye la
secrecion de glucocorticoides en ratas y en seres humanos (Ulrich-Lai & Herman,
2009). Se ha observado que en seres humanos la disminuciéon del volumen
hipocampico correlaciona con una respuesta mas pronunciada del sistema de

glucocorticoides (Pruessner et al., 2005).
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Aunado a lo anterior se ha reportado que el aumento en la complejidad del
ambiente, como es el paradigma de ambiente enriquecido, favorece las
respuestas de afrontamiento ante situaciones con componentes estresantes,
promoviendo al mismo tiempo cambios plasticos en el hipocampo (Sequeira-
Cordero et al., 2014; Nithianantharajah & Hannan, 2006). En este sentido, se ha
observado que el ambiente enriquecido tiene efectos positivos en la conducta de
desesperanza y en la reduccion de ansiedad. Se ha observado disminucion en el
tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado, asi como un incremento en la
exploracién de espacios abiertos en roedores alojados en ambientes enriquecidos
(Llorens-Martin et al., 2007; Brenes et al., 2006). A su vez se ha reportado que
tras la exposicion a un protocolo de ambiente enriquecido existe una disminucion
significativa en los niveles basales de las hormonas adrenocorticotropina (ACTH) y
corticoesterona (CORT), las cuales estan involucradas en la respuesta del eje
HPA (Belz et al., 2003). Por otro lado, diversos reportes indican que el aumento
en la complejidad del ambiente provoca amplios cambios estructurales y
bioquimicos en el hipocampo, como son un incremento en la expresion del
receptor de serotonina 1A (5-HT1A), un aumento en los niveles del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en inglés) y una regulacion
positiva del proceso neurogénico, entre otros. Estos cambios se ha asociado
fuertemente a la regulacién de conductas tipo depresivas y de ansiedad (Sequeira-
Cordero et al.,, 2014; Berumen et al.,, 2012; Ramirez-Rodriguez et al., 2014;
Shirayama et al., 2002; Leuner & Gould, 2010).

Disociacién funcional alo largo del eje septo-temporal del hipocampo

Considerando que el hipocampo se extiende desde el nucleo septal hasta el I6bulo
temporal, por lo que es llamado eje septo-temporal, se ha establecido una
disociacion anatémica y funcional a lo largo de este eje en dos regiones: el area
dorsal y el area ventral, cada una asociada a diferentes conductas (Tanti & Belzug,
2013; Bannerman et al., 2004). El hipocampo dorsal esta fuertemente implicado en

conductas con componentes cognitivos y de aprendizaje y memoria. Por otro lado
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se piensa que el hipocampo ventral esta involucrado de manera mas importante
en procesos con componente emocionales (Bannerman et al., 2004; Fanselow &
Dong, 2010).

Diferentes evidencias respaldan esta hipoétesis. Por ejemplo, algunos estudios han
mostrado que lesiones en el area dorsal provocan un déficit en la adquisicion vy el
rendimiento en tareas de memoria espacial como son aprendizajes en el laberinto
de Morris y en el laberinto radial. Sin embargo, lesiones en el &rea ventral no
tienen este efecto en el aprendizaje y la memoria (Pothuizen et al., 2004; Moser et
al.,, 1995). De manera interesante lesiones del area ventral del hipocampo
producen un efecto ansiolitico sobre la conducta de los animales, efecto reflejado
en una disminucién en la latencia de acercamiento a un objeto novedoso y un
incremento en el tiempo que pasan los roedores en espacios abiertos. Dichos
efectos no se observan cuando la lesién se provoca en el area dorsal (Bannerman
et al., 2002; Kjelstrup et al. 2002).

Asi mismo, existen diferencias importantes en las conexiones aferentes y
eferentes que se establecen entre el area dorsal y el area ventral con otras
estructuras cerebrales (Fanselow & Dong, 2010).

Las cortezas sensoriales primarias a través de las cortezas de asociacion y de la
corteza entorrinal proveen de informacién viso-espacial especificamente al
hipocampo dorsal (Bannerman et al., 2004). Asi mismo, las proyecciones mas
prominentes del area CAl dorsal y el complejo subicular dorsal son dirigidas la
corteza retrosplenial y la corteza cingulada anterior, regiones involucradas
principalmente en el procesamiento cognitivo de la informacion espacial, la
memoria y la exploracion ambiental. Adicionalmente, sélo el area dorsal del
complejo subicular manda un gran namero de proyecciones al nucleo mamilar
medial y lateral y al complejo talamico anterior, estructuras relacionadas con la
navegacion espacial (Fanselow & Dong, 2010).

Por otro lado, se ha reportado ampliamente que el hipocampo ventral comparte
conexiones bidireccionales con diversos nucleos de la amigdala (Fanselow & Dog,
2010; Bannerman et al., 2004). La amigdala es una estructura altamente asociada

con respuestas emocionales, por ejemplo es importante para la deteccion rapida
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de sefales que indican alguna amenaza. Asi mismo, se piensa que esta estructura
tiene un papel importante en la formacion de memorias emocionales (Soudrya et
al., 2011).

Las proyecciones de las regiones ventrales de CAl y del subiculum en conjunto
con algunas proyecciones de la amigdala, llegan al area anteromedial del nucleo
del lecho de la estria terminal (BST, por sus siglas en inglés), que posteriormente
manda proyecciones al nucleo paraventricular (PVN por sus siglas en inglés) del
hipotalamo (Fanselow & Dog, 2010). El PVN resalta por ser el principal integrador
de las sefales de estrés en el hipotalamo, iniciando la respuesta del eje HPA ante

situaciones estresantes (Ulrich-Lai & Herman, 2009). EI BST es la Unica estructura

cerebral conocida que manda proyecciones directas a las neuronas del PVN, por
lo que las proyecciones del hipocampo ventral al BST son sumamente importantes
en la regulacién negativa de la respuesta del eje HPA a situaciones estresantes
(Fanselow & Dog, 2010).

14



NEUROGENESIS

A principios del siglo XX Santiago Ramon y Cajal establecié la conclusion que
dicta: “Todo puede morir, nada se puede regenerar”. Conclusion que se convirtid
en el Dogma central de las neurociencias y que por mucho tiempo y muy
fuertemente influyd la concepcion sobre la plasticidad estructural del cerebro
(Colucci —D’ Amato et al., 2006). También otros importantes cientificos como
Koelliker y His, denotaron la incapacidad del sistema nervioso central de producir
nuevas células nerviosas, terminado el periodo de desarrollo de éste (Gross,
2000). Sin embargo, y a pesar del escepticismo con el que en un inicio se recibid
esta idea hoy es generalmente aceptado que nuevas neuronas son agregadas de
manera constitutiva en el cerebro adulto de mamiferos (Deng et al., 2010).

En 1912 Allen mostré evidencia de la existencias de células en division en el
sistema nervioso central postnatal (Allen, 1912), mientras que en 1965 Altman y
Das reportaron la generacion de nuevas células en el cerebro adulto de ratas a
través del uso de timidina tritiada (Altman & Das, 1965). Sin embargo, los
resultados de Altman fueron ignorados o descartados como no importantes.
Posteriormente en los afios 70’s otros estudios demostraron que las nuevas
neuronas generadas en el hipocampo sobreviven por un periodo largo de tiempo y
que estas células son capaces de formar contactos sinapticos (Kaplan & Hinds,
1977; Kaplan & Bell, 1983). Es en los afios 80’s que la neurogénesis en el cerebro
adulto empieza a ser estudiada con mayor atencién gracias a los trabajos de
Nottebohm y colaboradores (Goldman & Nottebohm, 1983; Paton & Nottebohm,
1984). Ellos demostraron que el nacleo de control vocal del cerebro de canarios
muestra neurogénesis de acuerdo a la estacion del afio, con un incremento
dramatico de nuevas neuronas durante la estacién de canto y con la muerte de
éstas neuronas con el final de la estacion (Nottebohm, 1985).

Estudios posteriores que datan de los afos 90’s y que fueron desarrollados
utilizando tecnologia novedosa ayudaron a establecer la realidad de la
neurogénesis en el cerebro adulto. Uno de estos desarrollos fue la introduccién del
analogo sintético de la timidina: BrdU (5-bromo-3’-deoxiuridina). Como la timidina,

el BrdU y otros analogos como el CldU (5-cloro-2’-desoxiuridina) y el 1dU (5-iodo-
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2’-desoxiuridina) son incorporados por la célula durante la fase —S del ciclo celular
y se utilizan como marcadores de células en proliferacion y su progenie (Kuhn et
al., 1996). Posteriormente, un gran numero de trabajos se han publicado
implicando la existencia de las nuevas neuronas en el cerebro adulto de casi todos
los mamiferos conocidos (Koehl & Abrous 2011), incluyendo los seres humanos
(Erikson et al. 1998; Boldrini et al., 2009). Asi mismo se ha estudiado ampliamente
la regulacion de la neurogénesis y la implicacion funcional de éstas nuevas
neuronas (Deng et al. 2010; Vukovic et al. 2011; Ming & Song 2005).

Fig.4

Hipocampo

Y74 Giro Dentado

Fig. 4. llustraciones de las zonas en el cerebro donde se presenta neurogénesis constitutiva. La zona subgranular del giro
dentado y la zona subventricular de los ventriculos laterales son dos nichos neurogénicos donde proliferaran nuevas células
que migran y se convierten en células granulares en el giro dentado y en neuronas granulares y periglomerulares en el
bulbo olfatorio. Tomado y modificado de Vukovic et al., 2011.

La neurogénesis adulta, término que nombra el proceso de generacion de nueva
neuronas en el cerebro postnatal, se presenta constitutivamente en regiones
discretas del sistema nervioso central. Se han identificado dos areas
principalmente. La zona subventricular de los ventriculos laterales cuyas células
migran a través de la cadena rostral migratoria al bulbo olfatorio en donde las
nuevas neuronas se convierten en neuronas granulares y periglomerulares
(Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo, (2002); Ming & Song, 2005). La otra zona
neurogénica se encuentra en la zona subgranular del giro dentado de la formacion
hipocampica donde aquellas células que proliferan, migran una corta distancia
hasta la capa granular del giro dentado para convertirse en células granulares
(Deng et al. 2010; Vukovic et al. 2011; Ming & Song 2005).
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El proceso neurogénico compromete diferentes etapas (Kempermann et al., 2004).
Una primera fase implica la proliferacion de células madres y células progenitoras
que dan lugar posteriormente a través de procesos de diferenciacion, migracion e
integracion sinaptica, a las nuevas neuronas (von Bohlen & Halbach, 2007). Las
células madres se caracterizan por dos propiedades importantes, su capacidad de
auto renovacion que es la habilidad que tiene la célula de generar una célula hija
idéntica a ella y la multipotencialidad que se traduce en la capacidad de generar
diferentes tipos de células (Riquelme et al., 2008). En ambas regiones
neurogénicas se ha dado a un subgrupo de astrocitos el papel de células madre
(Alvarez-Buylla et al., 2001; Morrens et al., 2012). Dentro de la zona subgranular
las células que actian como células madre es un subgrupo de astrocitos, células
tipo-1 (GFAP+/Nestina+) que se dividen para generar células amplificadoras
intermedias, células tipo-2 (GFAP-/Nestina+) (Riquelme et al. 2008, Ming & Song
2005; Kempermann et al.,, 2004). A su vez estas células dan originen a
neuroblastos que se comprometen con un linaje celular, células tipo-3 (GFAP-
/Nestina-/DCX+). Posteriormente se diferencian en neuronas inmaduras e inician
un proceso de migracién. Las nuevas neuronas aun inmaduras proyectan sus
dendritas y axones a la capa molecular y al area CA3 del hipocampo
respectivamente para poder integrarse finalmente a las redes neuronales (von
Bohlen & Halbach, 2007, Riquelme et al. 2008; Kempermann et al., 2004).

Fig.5
Mitaticas Postmitotica
O i
Etapa: 1
Tipo 1 Tipo 2-a Tipo 2-b Tipo 3

17



Fig. 5. Etapas del proceso neurogénico en el giro dentado del hipocampo. En la zona subgranular células progenitoras
proliferan y dan lugar a células de amplificacién rapida que generan a su vez neuroblastos, células comprometidas con un
linaje celular que maduran y migraran, integrandose finalmente a las redes neuronales. Tomada y modificada de

Kempermann et al., 2004.

Se ha identificado la produccion de nuevas neuronas en otras zonas del sistema
nervioso central, sin embargo los niveles de éstas son extremadamente limitados.
Algunas de estas zonas son la neocorteza reportado por Gould y colaboradores.
(1999) en donde se ha observado neurogénesis constitutiva limitada en la corteza
prefrontal, la corteza temporal inferior y la corteza parietal posterior en el macaco
adulto. La amigdala especificamente en los nucleos medial y central (Bernier et al.
2002; Fowler et al. 2003). De la misma manera Yoshimi y colaboradores en el afio
2005 reportaron neurogénesis en la substancia negra'y en el 2004 Van kampen y
colaboradores indicaron la existencia de nuevas neuronas en el nucleo estriado
(von Bohlen & Halbach, 2007). Por otro lado también se ha observado que tras
lesiones cerebrales existe un incremento en la proliferacion de células
progenitoras en la zona subgranular y en la zona subventricular y en ocasiones se
ha observado migracion de éstas nuevas neuronas a los sitios lesionados. Asi
mismo, algunas lesiones de tipo especifico también parecen provocar
neurogénesis de progenitores enddgenos donde la neurogénesis adulta es
limitada o no existente (Ming & Song, 2005).

Dado que la neurogénesis es un proceso muy complejo y dinamico su regulacion
es dirigida por una amplia gama de factores, como son el nicho neurogénico y
factores tanto extrinsecos como intrinsecos (Ramirez-Rodriguez et al., 2007). Los
estimulos ambientales pueden afectar tanto positiva como negativamente la
proliferacion y sobrevivencia de las nuevas neuronas en el sistema nervioso
central (Dranovsky & Leonardo, 2012; Ming & Song, 2005). Sin embargo, aunque
el ambiente tenga un efecto modulador sobre ambas regiones neurogénicas: giro
dentado y bulbo olfatorio, diferentes condiciones afectan cada una de estas
regiones (Bordey, 2006).

Entre los factores que modulan negativamente la neurogénesis se han observado
los paradigmas de estrés fisico y psicosocial que llevan a un decremento en la

proliferacion celular en la zona subgranular (Dranovsky & Leonardo, 2012; Ming &
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Song, 2005). También se ha sefalado que un grupo amplio de drogas de abuso
como el alcohol y el tolueno reducen la proliferacion y sobrevivencias de las
nuevas neuronas en el giro dentado (Ming & Song 2005; Paez-Martinez et al.,
2013). Asi mismo, se ha sefialado que el envejecimiento tiene un efecto negativo
sobre la proliferacion de las nuevas neuronas en la zona subgranular (Kuhn et al.,
1996).

Algunos de los factores que modulan positivamente la neurogénesis son el
ambiente enriquecido, el cual promueve la sobrevivencia de las nuevas neuronas
en el giro dentado. El ejercicio voluntario por otra parte no so6lo promueve la
sobrevivencia celular sino también provoca un incremento en la proliferacion de
las nuevas neuronas en la misma region (Kempermann et al., 1997; van Praag et
al., 2000; Ramirez-Rodriguez et al., 2014). Por otra parte, de manera interesante
dado el papel que tienen la formacion hipocampica en la formacion de memorias
se ha observado que actividades que implican un aprendizaje asociativo tienen un

efecto positivo sobre la neurogénesis en el giro dentado (Gould et al., 1999).

Caracteristicas de las nuevas neuronas en el cerebro adulto:

Se considera que la plasticidad sinaptica es un correlato  importante del
funcionamiento de capacidades como el aprendizaje y la memoria, por tal motivo
las caracteristicas morfologicas, electrofisiolégicas y la conectividad de las nuevas
neuronas son de especial importancia.

Las nuevas neuronas formadas en el cerebro adulto empiezan a extender sus
axones al hilus y sus procesos dendriticos hacia la capa molecular dos semanas
después de la divisidon celular (Toni & Sultan, 2011). Alrededor del dia 10 de edad
las dendritas apicales de las nuevas neuronas llegan a la capa molecular interna,
mientras que a los 21 dias de edad se observa que sus dendritas alcanzan el
borde de la capa molecular en donde la mayoria de las sinapsis se forman. Por
otro lado, los axones de las nuevas neuronas pueden ser detectados 10 dias
después de la divisiéon celular, sin embargo las proyecciones que mandan estas

células llegan al &rea CA3 alrededor del dia 16 (Zhao et al., 2006).
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En este periodo de tiempo y en paralelo a los cambios morfolégicos de las nuevas
neuronas se observa un incremento en su excitabilidad y la aparicion de
aferencias GABAérgicas (Esposito et al., 2005). La estimulacion de los receptores
GABAérgicos resulta en la despolarizacion de la membrana celular, que es crucial
para la maduracion futura de las nuevas neuronas (Toni & Sultan, 2011). Al final
de la segunda semana de edad las nuevas neuronas reciben sus primeras
conexiones glutamatergicas, y durante la tercera semana las conexiones
GABAergicas cambian de ser despolarizantes a hiperpolarizantes (Ge et al., 2006;
Toni & Sultan, 2011).

El tiempo en que se forman las espinas dendriticas refleja una transicion
importante en la fisiologia y la funcionalidad de las neuronas ya que las espinas
dendriticas son el mayor sitio post-sinaptico de las células granulares para recibir
conexiones glutamatérgicas y la cantidad y la forma de estas son indicativo de la
conectividad de estas células (Zhao et al., 2006). La formacion de espinas
dendriticas se observa a partir del dia 16 de edad de las nuevas neuronas pero su
aparicion es mas clara a partir del dia 21. Sin embargo, entre los dias 21 y 28 de
edad, existe un marcado aumento en la densidad espinosa, especialmente de
espinas dendriticas maduras (Zhao et al., 2006; Toni et al., 2007).

Durante el desarrollo neuronal en el hipocampo del cerebro adulto se ha descrito
gue una gran fraccion de nuevas neuronas mueren alrededor de la tercera
semana edad después de la division celular, y su sobrevivencia puede ser
regulada por la actividad neuronal (Kempermann et al., 2004). En este sentido, las
neuronas de nueva generacion atraviesan un periodo critico para su
sobrevivencia. Dado que la mayoria de las espinas dendriticas se forman en este
periodo es probable que la formacién de sinapsis y la transmisién glutamatérgica
mediada por la activacion de los receptores NMDA sea necesaria para la
permanencia de estas neuronas (Toni & Sultan, 2011). Asi mismo, la seleccion
dependiente de actividad en este periodo critico de sobrevivencia y las evidencias
morfolégicas antes descritas apoyan la hipétesis de que las nuevas neuronas
podrian ser funcionales en etapas muy tempranas de su desarrollo (Zhao et al.,

2006), particularmente teniendo en cuenta sus caracteristicas electrofisiologicas.
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Entre 4 y 6 semanas de edad las nuevas neuronas de ratones adultos poseen un
umbral menor para la induccion de LTP asi como una mayor amplitud de este en
comparacién con neuronas maduras. Sin embargo, estas propiedades de
plasticidad sinaptica aumentada no se mantienen cuando las nuevas neuronas
han alcanzado la maduracion. Alrededor de los 4 meses de edad, las neuronas de
nueva generacion son funcionalmente y morfolégicamente indistinguibles de las
neuronas ya existentes nacidas durante la embriogénesis (Ge et al., 2007; Toni &
Sultan, 2011).

La plasticidad sinaptica aumentada se asocia con una mayor magnitud de
modificaciones estructurales. La naturaleza transitoria de esta plasticidad sinaptica
aumentada, podria proveer al cerebro adulto de una capacidad mas amplia de
modificar circuitos neuronales a partir de la experiencia, en momentos critico de

madurez de las nuevas neuronas (Ge et al., 2007).

Neurogénesis y codificacién de la informacion

La relacion existente entre el proceso neurogénico y la formacion de memorias
dependientes de hipocampo es apoyada por diferentes evidencias, entre estas es
el efecto positivo que ejercen algunas tareas de aprendizaje sobre la
sobrevivencia de las nuevas neuronas (Koehl & Abrous, 2011). Ademas, se han
observado correlaciones positivas y negativas entre la tasa de neurogénesis y el
rendimiento en algunas tareas de aprendizaje y memoria. En este sentido, se ha
encontrado que animales expuestos a ambiente enriquecido o que desempefian
actividad fisica voluntaria presentan un aumento en la tasa de neurogénesis que
correlaciona con un mejor rendimiento en tareas de aprendizaje, como es el
laberinto de Morris (Kempermann et al.,, 1997; Deng et al.,, 2010). En caso
contrario durante el envejecimiento se observa una disminucion de las nuevas
neuronas y por lo tanto una disminucion en el rendimiento en tareas de
aprendizaje (Drapeau et al., 2003). También en algunos modelos animales en los
gue la neurogénesis hipocampica se ve abolida, se ha observado la ejecucion
errénea en tareas que requieren al hipocampo, indicando el requerimiento de la

neurogénesis para un rendimiento 6ptimo en este tipo de tareas (Shors et al.,
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2002; Garthe et al., 2009). Adicionalmente, se ha reportado la integracion
funcional de las nuevas neuronas en las redes neuronales en tareas que
involucran procesos de aprendizaje y memoria. Kee y colaboradores en el afio
2007 a través de la expresion de c-fos y Arc, visualizaron el reclutamiento de
nuevas neuronas en una tarea de aprendizaje en el laberinto de Morris. Los
autores encontraron que alrededor de las 4 a 8 semanas de edad las nuevas
neuronas son casi dos veces mas propensas a ser reclutadas en los circuitos
neuronales, en comparacion con las células granulares maduras (Kee et al.,
2007). Por otro lado Ramirez-Amaya y colaboradores reportaron que las nuevas
neuronas, con una edad de 5 meses, son mas propensas a ser activadas en
respuesta a una exploracion ambiental, en comparaciéon con la poblaciéon de
células granulares ya existente (Ramirez-Amaya et al., 2006).

En este sentido se han desarrollado diferentes teorias que tratan de explicar el
papel especifico de las nuevas neuronas en procesos de aprendizaje y memoria
(Deng et al., 2010).

Conforme al papel que se le ha conferido al giro dentado en la separacién de
patrones se piensa que las neuronas que se originan en esta region durante la
edad adulta son importantes para un desarrollo 6ptimo de esta funcion. Estas
nuevas neuronas podrian estar involucradas principalmente en tareas que
requieren un procesamiento mas fino de la informacion debido a la similitud de los
elementos que son procesados. Esto se puede lograr a través de la agregacion
continua de células y la concomitante dispersién de la informacion (Clelland et al.,
2009; Sahay et al., 2011)

Contrario a la idea de que las nuevas neuronas podrian estar implicadas en las
separacion de entradas de informacion, Aimone y colaboradores (2006) proponen,
gue éstas nuevas neuronas en un periodo especifico de su crecimiento y dadas
sus caracteristicas distintivas podrian codificar entradas de informacion de manera
conjunta. El patrén de actividad del giro dentado se volveria menos esparcido
conforme existieran una amplia cantidad de nuevas neuronas que fueran
responsivas a una amplia cantidad de estimulos. Debido a la existencia, en un

momento especifico, de una poblaciéon de nuevas neuronas mas responsivas a
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los estimulos y con una mayor capacidad de disparo, existiria mayor probabilidad
de que dos eventos diferentes que ocurren en un mismo tiempo sean codificados
de manera conjunta por un grupo especifico de células, poblacion de células que
posteriormente y debido al continuo recambio y la maduracion de las nuevas

neuronas serian cambiadas (Aimone et al., 2010).

Fig.6
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Fig. 6. En el modelo de Aimone y colabores se propone que un posible papel de las nuevas neuronas, en contraste a la
separacion de patrones, es el de codificar la informacién de manera conjunta en espacios temporales determinados.

Tomada y modificada de Aimone et al., 2010

Neurogénesis y conducta emocional

Las nuevas neuronas originadas en el cerebro adulto no sélo han sido
involucradas en tareas de aprendizaje y memoria sino también en conductas con
componentes emocionales. Se ha reportado ampliamente la regulacion negativa
del estrés fisico y psicosocial sobre el proceso neurogénico (Leuner & Gould,
2010). ElI hecho de que el estrés, que predispone a algunos individuos a
desarrollar estados de ansiedad y depresion inhiba a la neurogénesis hipocampica

y que los farmacos antidepresivos no solo tengan un efecto positivo sobre algunos
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sintomas conductuales de estos padecimientos, sino que también estimulen la
neurogeénesis, ha llevado a pensar que el proceso neurogénico esta asociado con
el decremento de sintomas de estados de depresion y ansiedad. La idea anterior
es conocida como hipétesis neurogénica de la depresion (Leuner & Gould, 2010).
Otra evidencia importante que apoya esta hipotesis es que el efecto positivo
observado en la conducta de los animales debido a la aplicacion crénica de
algunos farmacos antidepresivos en modelos de depresion en roedores es
bloqueada si la neurogénesis hipocampica es eliminada. Estos resultados indican
la necesidad del proceso neurogénico en la accion de estos antidepresivos
(Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Wang et al., 2008).

Asi mismo se sabe que algunos factores externos como el ambiente enriquecido
no sélo promueven positivamente el aumento de la neurogénesis sino también
tienen un efecto tipo antidepresivo en la conducta de roedores. Se ha observado
que el enriquecimiento ambiental disminuye la inmovilidad en la prueba de nado
forzado (Llorens-Martin et al. 2011).

En este sentido, se piensa que las nuevas neuronas originadas en el cerebro
adulto, debido a su alta sensibilidad al estrés y a los glucocorticoides, son
importantes en la regulacion negativa que ejerce el hipocampo sobre el eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), sistema responsable del inicio de la respuesta
de glucocorticoides al estrés (Leuner & Gould, 2010). Se ha reportado que ratones
que tienen una pérdida especifica de la neurogénesis hipocampica presentan
mayores niveles de corticosterona tras ser sometidos a un estresor moderado, en
comparacion a animales cuya neurogénesis no ha sido eliminada (Schloesser et
al., 2009; Snyder et al., 2011). Adicionalmente Snyder y colaboradores (2011)
también observaron un aumento en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado en los ratones con neurogenesis abolida. Los autores concluyen que el
proceso neurogénico podria amortiguar el efecto negativo de situaciones con

componentes estresantes.
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ACTIVACION NEURONAL DETERMINADA POR LA EXPRESION DE LA
PROTEINA ASOCIADA AL CITOESQUELETO (ARC)

La inmensa capacidad que tiene el cerebro de obtener constantemente
informacion del espacio que nos rodea y de almacenar esta informacion en la
memoria se cree que depende de la plasticidad de las conexiones del sistema
nervioso. Los patrones de actividad neuronal son traducidos en cambios
permanentes en la conectividad sinaptica, a través de la expresion de genes y la
sintesis de proteinas (Bramham et al., 2010). Uno de los mecanismos celulares a
través de los cuales se modifican las respuestas sinapticas a largo plazo para
mantener y estabilizar los ensambles neuronales es la activacion de genes de
expresion temprana, que se definen como genes cuya transcripcion no depende
de la sintesis de proteinas o alguna otra activacion previa de otros genes, sino que
son activados por un patron de actividad sindptica (Miyashita et al., 2008).

El gen de expresion temprana Arc/ARg3.1 (proteina asociada a citoesqueleto
regulada por la actividad) se expresa en respuesta a la activacion de los
receptores de glutamato (NMDA), dada por la actividad neuronal, asi como por la
activacion de los receptores muscarinicos acetilcolinérgicos. La transcripcion de
Arc también se produce tras la administracion de BDNF (factor neurotrofico
derivado del cerebro), y en respuesta a la potenciacion a largo plazo (por sus
siglas en inglés LTP) (Korb y Finkbeiner, 2011; Bramham et al., 2010; Bramham et
al., 2008).

La expresion de diversos genes regulados por actividad entre ellos Arc, son
cruciales para inducir plasticidad sinaptica. Se ha reportado que Arc aumenta la
densidad de las espinas dendriticas in vitro e in vivo y también ejerce una
regulacion positiva sobre la fuerza de las sinapsis (Miyashita et al., 2008).
Conductualmente se ha observado que la expresion de Arc es necesaria para la
realizacion de diferentes tareas de memoria y aprendizaje (Korb & Finkbeiner,
2011). Adicionalmente se ha establecido una fuerte asociacion entre la expresion
de Arc y la actividad neuronal especificamente vinculada al procesamiento de

informacion (Bramham et al., 2010). A través de hibridacion In situ Guzowski y
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colaboradores (1999) mapearon la activacion de poblaciones neuronales,
observando que la doble exploracién del mismo ambiente induce la activacién de
Arc en ensambles de neuronas altamente similares, mientras que la exploracién
de diferentes ambientes induce la expresion de Arc en diferentes ensambles. Los
autores concluyen que la expresidon de Arc en neuronas piramidales refleja
especificamente la codificacion de la informacion del contexto.

En el mismo sentido, se ha observado que la activacion de Arc en CAl y CA3 es
consistente cuantitativamente y cualitativamente con estudios electrofisiologicos
(Miyashita et al., 2008). Adicionalmente, Miyashita y colaboradores en el afio 2009
mostraron que la inactivacién del nacleo septal inhibia la expresién de Arc en una
tarea de exploracidon en una pista rectangular. Dicha inhibicion del nucleo septal
interfiere con la induccién de la LTP en el hipocampo y con el aprendizaje y la
memoria dependiente de hipocampo. Sin embargo, tras la inhibicion del nucleo
septal los disparos de las células de lugar de CAl y la mitad de los disparos de
las células de lugar de CA3 se mantienen, lo que indica que la expresion de Arc
estd altamente relacionada con la actividad neuronal especificamente asociada

con la plasticidad sinaptica y la memoria (Miyashita et al., 2009)
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JUSTIFICACION

El proceso neurogénico consiste en generar nuevas neuronas en el giro dentado
del hipocampo durante la etapa adulta. Recientemente, se ha propuesto que las
nuevas neuronas tienen un papel importante para la codificacion de la informacion
proveniente del exterior. Estas nuevas neuronas han sido asociadas tanto a
tareas de aprendizaje espacial como a conductas con componentes emocionales.
Adicionalmente se cree que debido a una plasticidad incrementada en un periodo
especifico de su desarrollo, las nuevas neuronas podrian tener un papel diferente
al de las neuronas maduras en la codificacion de informacion.

Dado que se desconoce si las neuronas generadas en el cerebro adulto
contribuyen diferencialmente en tareas de aprendizaje espacial o en conductas
con componentes emotivos asi como si el estado de maduracion de estas nuevas
neuronas influye en su involucramiento en este tipo de tareas, en el presente
trabajo se busco dilucidar si la activacion de las nuevas neuronas es influenciada
por su edad y la tarea a la cual se ven enfrentados los roedores.

Por otra parte, se ha observado que la neurogénesis esta fuertemente influenciada
por diversos factores ambientales. Se ha reportado ampliamente que el ambiente
enriquecido regula positivamente el proceso neurogénico y que ademas tiene
efectos benéficos en la conducta de roedores. Debido a que se ha observado una
asociacion entre la disminucion de la inmovilidad en la prueba de nado forzado y
un incremento en el namero de nuevas células en roedores alojados en
enriquecimiento ambiental, en este trabajo adicionalmente se estudi6 si el
ambiente enriquecido ejerce un efecto en el nimero de células de nueva
generacion que son incorporadas en los circuitos neuronales en respuesta a la

tarea de nado forzado.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar la expresion de la proteina Arc (marcador de activacion celular) en
nuevas neuronas en distintas etapas de su maduracion en el giro dentado
del hipocampo adulto, en roedores expuestos a tareas de exploracion
espacial o a una tarea con componentes emotivos. Adicionalmente, estudiar
el efecto del enriquecimiento ambiental en la expresion de la proteina Arc
en estas células, en roedores sometidos a una tarea con componentes

emotivos.

Objetivos Especificos:

Identificar y cuantificar 3 poblaciones de células de nueva generacion de
diferentes edades en el giro dentado del hipocampo adulto a través de los
analogos de timidina CldU e IdU y la proteina doblecortina (proteina
asociada a migracion celular).

Cuantificar el numero de células granulares en el giro dentado que
expresan la proteina Arc (marcador de activacion celular) debido a la
exposicién a uno o dos ambientes de exploracién espacial.

Cuantificar el numero de células granulares en el giro dentado que
expresan la proteina Arc (marcador de activacion celular) en respuesta a la
exposiciébn a una situacion con un nivel de estrés moderado (prueba de
nado forzado) en roedores alojados en enriquecimiento ambiental o en
condiciones estandar.

Analizar el numero de células granulares que expresan la proteina Arc a lo
largo del eje septo-temporal en respuesta a las diferentes tareas
conductuales.

Analizar el porcentaje de células de nueva generacion (positivas a CldU,
IdU y DCX) que expresan la proteina Arc en respuesta a una o dos
exploraciones ambientales.

Analizar el porcentaje de células de nueva generacion (positivas a CldU,

IdU y DCX) que expresan la proteina Arc en respuesta a una situacion con
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un nivel de estrés moderado (prueba de nado forzado) en roedores alojados
en ambiente enriquecido o en condiciones estandar.
* Analizar el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en roedores

alojados en ambiente enriquecido o en condiciones estandar.

HIPOTESIS:

1. El numero de células granulares positivas a la proteina Arc en el giro
dentado debido a la exploracién de un sdlo ambiente sera similar al nUumero
de células que expresan la proteina Arc provocado por dos exploraciones
del mismo ambiente. Sin embargo, la exposicién a dos ambientes diferentes
provocara un aumento significativo en el nimero de células positivas a Arc.

2. La exposicion de roedores a una condicion estresante provoca un aumento
en el nimero de células granulares del giro dentado que expresan la
proteina Arc.

3. Las neuronas de nueva generacion en diferentes edades de roedores
adultos (positivas para los analogos de la timidina CldU, IdU y la proteina
DCX) expresan diferencialmente la proteina Arc dependiendo de su edad y
el ambiente al cual son expuestos los roedores

4. El nimero de células de nueva generacion (CldU*, 1dU" y DCX") que
expresan la proteina Arc en el giro dentado en roedores expuestos a una
condicién estresante es mayor en el grupo alojado en ambiente enriquecido

en comparacion al grupo de alojamiento estandar.

METODO

Sujetos:

Se utilizaron 39 ratones hembra de la cepa Balb/c de 10 semanas de edad. Los
animales se alojaron en grupos de 5 a 8 animales en el bioterio del Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiz con acceso libre a agua y

alimento. Los roedores fueron mantenidos con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas
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a una temperatura de 23 £+ 1 °C. Todas las regulaciones legales e institucionales
con respecto al cuidado y uso ético de animales fueron seguidas para los
experimentos de este proyecto (NOM-062-ZO0-1999).

Disefo Experimental:

El proposito de este trabajo fue estudiar la activacion de las nuevas neuronas
generadas en el giro dentado del hipocampo adulto en respuesta a tareas
conductuales diferentes. Para tal fin, en este trabajo se realizaron dos
experimentos. La duracion de los experimentos fue de 6 semanas. Al inicio de los
experimentos 39 roedores fueron asignados aleatoriamente a uno de siete grupos.

Marcaje de dos poblaciones celulares:

Con el objetivo de marcar dos poblaciones celulares de nueva generacién a
diferentes edades, se administraron a los roedores de ambos experimentos dos
analogos de timidina (CldU e 1dU). Ambos analogos se incorporan en el DNA de
las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular. ElI dia 1 del
experimento todos los animales recibieron una administracién del analogo de
timidina 5-cloro-2’-desoxiuridina (CldU) por via intraperitoneal a una dosis de 42.5
mg/kg disuelto en 100 pl de NaCl (marcaje de células de 6 semanas). Tres
semanas después de haber iniciado el protocolo se administré una dosis de (57.5
mg/kg) del analogo de timidina 5-lodo-2’ desoxiuridina (IdU) disuelto en una
solucién de 100 pl (0.2 NaOH/NaCl) por via intraperitoneal (marcaje de células de

3 semanas) (Vega y Peterson, 2005).

Seis semanas después de iniciados los experimentos, los roedores fueron

expuestos en el dia 42 a una tarea especifica de su grupo.
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Experimento 1:

1) CTR: Alojamiento estandar/Control (n=5)
2) A: Ambiente A (n=5)

3) A-A: Ambiente A + Ambiente A (n=5)

4) A-B: Ambiente A + Ambiente B (n=5)

Los roedores asignados al experimento uno fueron alojados durante el curso del

experimento en cajas estandar (18 x 28 x 16 cm).

Grupo control:
En el dia 42 del experimento los roedores del grupo 1 (CTR), fueron sacrificados

directamente de su caja sin ser expuestos a ninguna condicién experimental.

Exploracién ambiental
Los roedores de los grupos 2, 3 y 4: Ambiente A (“A”), Ambiente A + Ambiente A
(“A-A”) y Ambiente A + Ambiente B (“A-B”) fueron expuestos en el dia 42 del

experimento en una o dos ocasiones a ambientes de exploracion ambiental.

“‘A”. El grupo A fue expuesto 5 minutos a una exploracion ambiental en el
ambiente A.

El ambiente A consistié en una plataforma de 30 cm de largo x 30 cm de ancho
con paredes de 8.5 cm de alto que se localiz6 en un cuarto de 2 m x 1.5m con
pistas espaciales Unicas (cartulinas de diferentes formas y colores). La plataforma
se dividié en 9 cuadrantes, cada uno con un area de 100 cm®. En las paredes de
la plataforma se colocaron placas de fomi de color blanco y papel corrugado en

dos cuadros del area de la plataforma.
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Fig.7

Fig. 7. Imagen del ambiente de exploracién “A”

“A-A”. El grupo A-A tuvo una primera exploracion ambiental de 5 minutos en el
ambiente A, separada por 20 minutos de una segunda exploracién de 5 minutos
nuevamente en el ambiente A.

“‘A-B”. El grupo A-B mantuvo una exploracién en el ambiente A de 5 minutos
separada por 20 minutos de una exploracion de 5 minutos en el ambiente B.

El ambiente B consistié en una plataforma de 25 cm de ancho x 36 cm de largo
que se dividi6 en 8 rectangulos con un &area de 112.5 cm? cada uno, con paredes
de 8.5 cm. Este ambiente se localizé en un cuarto diferente al del ambiente A, que
tenia pistas espaciales Unicas (cartulinas de diferentes formas y colores). En las
paredes del ambiente B se pegd fomi de color azul y tres rectangulos de papel

corrugado en la base de la plataforma.

Fig.8

Fig. 8. Imagen del ambiente de exploracion “B”

La exploracion ambiental consisti6 en tomar al roedor de la cola y liberarlo en
forma aleatoria en las divisiones del ambiente A o del ambiente B cada 15
segundos durante un periodo de 5 minutos, tratando de producir una exposicion
completa y uniforme del ambiente.
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Siete dias previos a la exploracion espacial los animales de los grupos 1, 2, 3y 4
fueron manejados por el experimentador durante 3 minutos al dia para disminuir el
estrés causado por la manipulacién durante la prueba. El dia anterior a la prueba
los animales se mantuvieron en sus cajas estandar sin ninguna manipulacion.

Fig. 9

Experimento 1:

1) Alojamiento estandar/Control

2)A
CldU IdU -
Prueba F
Conductual
YA+ A

I 7 +"’,' .' ‘
Dia 1 Dia 21 Dia 42 hAare : /.’

Alojamiento estandar D

Fig. 9. Disefio del experimento 1.

Experimento 2:

1) CTR: Alojamiento estandar/Control (n=5)

5) AE/NF: Alojamiento estandar/Nado forzado (n=7)
6) ENR: Enriquecimiento/Control (n=5)

7 ENR/NF: Enriquecimiento/Nado forzado (n=7)

Durante el curso del experimento dos, los roedores de los grupos 6 (ENR) y 7
(ENR/NF) fueron alojaron en ambientes enriquecidos, en grupos de 5 a 8
roedores. Los ambientes enriquecidos consistieron en cajas de alojamiento de
mayor tamafno (34 x 44 x 20 cm), en las cuales se mantuvieron juguetes, tubos,
tuneles y una rueda de correr durante toda la duracion del experimento. Para

evitar habituacion y aumentar la complejidad del ambiente dos veces por semana
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los juguetes se cambiaron de lugar, y cada semana se agrego un juguete nuevo.

Se inicié con 3 juguetes y una rueda de correr.
Fig. 10

Fig. 10. Fotos representativas del incremento en la complejidad del enriquecimiento ambiental a lo largo del curso del
experimento. Para evitar habituacién e incrementar la complejidad del ambiente cada semana se agreg6 un objeto nuevo.

Asi mismo 2 veces por semana se cambi6 la posicion de los objetos.

Los roedores de los grupos 1(CTR) y 5 (AE/NF) fueron mantenidos en cajas

estandar (18 x 28 x 16 cm) sin ninglin cambio en su ambiente.

Grupos control:
En el dia 42 del experimento los roedores del grupo 6 (ENR) fueron sacrificados

directamente de su caja, sin ser expuestos a ninguna condicién experimental.

Grupo nado forzado:

Los roedores de los grupos 5 (AE/NF) y 7 (ENR/NF) en el dia 42 del experimento,
fueron expuestos a la prueba de Posolt.

La prueba de Porsolt o prueba de nado forzado permite evaluar la conducta tipo
desesperanza (Ramirez Rodriguez et al., 2009). Los roedores son forzados a
nadar en cilindros pequefios de los cuales no pueden escapar. Inicialmente los

animales tienen una respuesta de actividad vigorosa que es sustituida por una
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respuesta de desesperanza en la cual han aprendido que el escape no es posible,

convirtiendo su respuesta en inmovilidad (Porsolt et al. 1977).

Cilindros de vidrio de 18 cm. de didmetro fueron llenados a una altura de 15 cm.
con agua a temperatura ambiente. Los ratones fueron colocados en los cilindros
por seis minutos y su actividad fue grabada en video. Los primeros dos minutos de
la prueba sirvieron como un periodo de habituacion. En los cuatro minutos
restantes se midi6 el tiempo en el que el animal se mantuvo inmavil (el tiempo en
el que el roedor no exploré activamente el cilindro o tratd de escapar de el). En el
tiempo de inmovilidad se incluyeron los periodos cortos de actividad leve en los
que el animal solo hizo los movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera
del agua. Terminada la prueba los ratones fueron secados gentiimente vy
regresados a sus alojamientos, donde fueron mantenidos cubiertos hasta que se
sacrificaron (Porsolt et al. 1977; Ramirez Rodriguez et al., 2009).
Fig.11

Experimento 2;

IdU 1) Alojamiento estandar/Control

Cldu
Prueba - . -
f f Conductual 5) Alojamiento estandar/Nado | =

6) Enriquecimiento/Control

7) Enriguecimiento/Nado

Dia 1 Dia 21 Dia 42

Alojamiento estandar B
Enriquecimiento

Fig. 11. Disefio del experimento 2.

Sacrificio de los roedores y seccionamiento:
Treinta minutos después de terminada cada condicion experimental en ambos
experimentos, los roedores fueron sacrificados por una sobredosis de ketamina y

xilacina. Los roedores fueron decapitados y el cerebro se obtuvo para realizar la
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fijacion en una solucién de paraformaldehido al 4 %. Posteriormente, los cerebros
fueron colocados en una solucion de sacarosa al 30%.

Los cerebros se seccionaron para obtener cortes coronales de 40 pum con un
micrétomo (Leica). Las secciones fueron guardadas a -4°C en una solucion
crioprotectora (25% de glicol etileno y 25% de glicerol en una solucién

amortiguadora de fosfatos al 0.05M).

Inmunohistoquimicas:

Posteriormente se realizaron inmunohistoquimicas con el método del complejo
avidina-biotina-peroxidasa para visualizar las células de nueva generacion en el
giro dentado positivas para los analogos de timidina 1dU y CldU. Asi como la
expresion de la proteina Arc en las células granulares del giro dentado. Se realizd
también un doble marcaje para identificar la colocalizacion de las proteinas
doblecortina, (DCX por sus siglas en inglés), y la proteina Arc. La proteina
doblecortina se expresa en neuronas inmaduras que se encuentran en proceso de
migracion.

Finalmente, se hicieron inmunofluorescencias para comarcar las células de nueva

generacion positivas para los analogos CldU e IdU que expresaron la proteina Arc.

Los marcajes de Arc, CldU, IdU y DCX/Arc se visualizaron con el método del
complejo avidina-biotina-peroxidasa (Kempermann et al, 2003). Las secciones se
incubaron por 30 minutos en una solucion 0.6% H,O, en TBS. Para los marcajes
de CldU e IdU las secciones fueron pre-tratadas con HCL por 30 minutos a una
temperatura de 37 ° C, seguido por dos lavados en buffer de Boratos (pH 8.5). El
tejido para la doble tincion DCX y ARC fue sometido a dos horas de incubacién en
una solucion de Citratos pH. 6.0, a una temperatura de 50 °C y posteriormente a
dos lavados en frio con la solucion de Citratos pH. 6.0.

Después de los lavados con una solucién amortiguadora de tris buffer salina, por
sus siglas en ingles TBS, a un pH 7.5, el tejido se permeabilizé y bloqued con la
solucion de blogueo que contenia para el marcaje de Arc; 10% de suero de burro y
0.1 % de Tritdon X-100 para CldU; 5 % de suero de burroy 0 .1 % de Tritdon X-100
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para IdU; 5 % de suero de burro y 0.5 % de triton X-100 y y para DCX/Arc; 3 % de
suero de burro y 1% de triton X-100.

Los anticuerpos primarios se diluyeron en la solucion de bloqueo y fueron
incubados toda la noche a 4°C, o a temperatura ambiente en el caso de la tincion
DCX/Arc. Posterior a los lavados en TBS, el tejido se incub6 con los anticuerpos
secundarios durante dos horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos
secundarios biotinilados fueron anticonejo que reconoce a la proteina Arc, antirata
que reconoce a la CldU, antiraton que reconoce a la IdU, y anticabra que
reconoce a DCX. Para revelar la reaccion se utilizé el sistema ABC y como
sustrato la diaminobencidina (DAB). En el caso de la doble tincibn ambos
anticuerpos primarios se colocaron al mismo tiempo. El primer anticuerpo
secundario que se utilizé fue el anticonejo correspondiente a Arc. Se procedié con
el protocolo normal utilizando el sistema DAB con niquel, dando como resultado
una coloracion negra. Después de los lavados correspondiente se hizo la
incubacion del segundo anticuerpo secundario; anti cabra que reconoce DCX. Se
continuo el procedimiento y se reveld la preparacion con el sistema DAB sin niquel

dando una coloracion café clara.

Inmunofluorescencia:
Doble marcaje CldU/Arc e IdU/Arc.
Para ambos marcajes se el tejido fue pre-tratado con HCL, por 30 minutos para

CldU/Arc y por 15 minutos para IdU/Arc a una temperatura de 37 °C. Se aplico el
paso del bloqueo con TBS-Plus con las mismas concentraciones y el mismo
tiempo utilizados en las inmunohistoquimicas.

Para el marcaje de CldU/Arc las secciones se incubaron con una mezcla de los
dos anticuerpos primarios; anti-BrdU (rata) y anti-Arc (conejo) durante toda la
noche a una temperatura de 4 °C. Después de lavar con TBS se aplicaron los
anticuerpos secundarios acoplados a diferentes fluorocromos (FITC anti-rata y
TRITC anti-conejo). Estos se incubaron por cuatro horas a temperatura ambiente y

las secciones se lavaron nuevamente.
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Para el marcaje de IdU/Arc se incubaron los anticuerpos primarios anti-BrdU
(raton) y anti-Arc (conejo). Se continud el procedimiento de la misma manera que
en el marcaje para CldU/Arc, los anticuerpos secundario utilizados fueron (FITC
anti-raton y TRITC anti-conejo). Las secciones se lavaron y se montaran en un

medio de montaje apropiado para fluorescencia.

Cuantificacion:

Inmunohistoquimicas: EI nUmero de células marcadas para IdU, CldU y Arc en las
inmunohistoquimicas se determinaron en secciones coronales, en un promedio de
8 cortes por roedor. Las células positivas a estos marcadores se contaron a lo
largo de la extensiéon del eje septo-temporal de la capa granular con un objetivo
40x en un microscopio Optico Leica. Las cuantificaciones totales se normalizaron
con respecto al nimero de hipocampos (se dividié el nimero de células positivas
encontradas entre el nimero de hipocampos de los cuales se obtuvo cada
cuantificacion). Las coordenadas usadas para distinguir al area dorsal y el area
ventral del hipocampo fueron: -1.06 mm a -2.54 mm para el hipocampo dorsal, y -
2.80 mm a -3.84 para el hipocampo ventral relativo a Bregma de acuerdo a los

atlas de Paxino y Franklin.

La cuantificacion de las células positivas para DCX que colocalizaban con la
proteina Arc se analiz6 en secciones coronales en todos los animales. Se
cuantificé el total de células positivas a DCX a lo largo de la extension del eje
septo-temporal de la capa granular con un objetivo 40x. Posteriormente se
contaron las células positivas a DCX que colocalizaban con la proteina Arc, para
obtener el porcentaje correspondiente. La colocalizacion se determind tras una
serie de lineamientos. Las células positivas para ambos marcadores debian
mostrar un soma con una coloracion solida (sin espacios vacios) y oscura (entre
café y negro), con una morfologia dendritica delgada y larga, que alcanzara la
capa molecular y con mas de un nodo de bifurcacién. EI nimero total de células

positivas se normalizd con respecto al nUmero de hipocampos.
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Inmunofluorecencias: Se utiliz6 un microscopio de inmunofluorecencia Nikon
Eclipse Ti para analizar el numero de células positivas para CldU e IdU que
comarcaban con la proteina Arc. Se determiné el porcentaje de células positivas a
CldU/Arc e IdU/Arc.

Andlisis estadistico:

El analisis estadistico se realiz6 usando el programa Sigma Plot 10.0. En el
analisis de las células de nueva generacion positivas a CldU e IdU se utilizo la
prueba U de Mann-Whitney debido a que el supuesto de normalidad no se
cumplié. El nimero de células DCX+ se analiz6 a través de la prueba t de Student.
Se utilizé la prueba ANOVA de un factor seguida de la prueba post hoc de Tukey
en el analisis de la expresion de la proteina Arc en los grupos de exploracion
ambiental. La prueba ANOVA de 2 factores seguida por la prueba post hoc de
Tukey fue utilizada en el analisis de las células granulares que expresaron la
proteina Arc en los grupos de nado forzado, y en el analisis de la expresion de la
proteina Arc a lo largo del eje septo-temporal en los grupos de exploraciéon
ambiental y en los grupos de nado forzado. El analisis de las células DCX+/Arc+
en los grupos expuesto a exploracion ambiental se realizé a través de la prueba
ANOVA de un factor en rangos con la prueba Kruskal-Wallis, debido a que el
supuesto de normalidad fall6. El analisis de las células DCX+/Arc+ en la tarea de
nado forzado se realiz6 con la prueba ANOVA de dos factores. Finalmente la
prueba t de Student se utilizd para hacer el andlisis del tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado. Las diferencias significativas se consideraron con un

nivel de significancia de p <0.05.
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RESULTADOS.
Células de nueva generacién de 6, 3 semanas de edad y DCX"

Los roedores alojados en caja estdndar o en ambiente enriquecido fueron
mantenidos en sus respectivas condiciones de la misma manera hasta 35-36
minutos antes de su sacrificio. Este lapso de tiempo es muy pequefio para que las
diferentes pruebas conductuales a la que fueron sometidos los roedores en el dia
42 del experimento puedan tener un efecto diferencial en la taza de sobrevivencia
de las células marcadas. Por lo anterior, las cuantificaciones de las células CldU
positivas, las células IdU positivas y las células positivas a la proteina DCX se
analizaron comparando Unicamente la condicion de alojamiento estandar con la

condicién de enriquecimiento ambiental.

El dia uno del experimento se aplico una dosis del analogo de la timidina CldU. Al
final del experimento las células de 6 semanas de edad que incorporaron el
analogo se cuantificaron. Las cuantificaciones totales se normalizaron con
respecto al numero de hipocampos. En la figura 12 se observan imagenes
representativas de células positivas a CldU en el giro dentado del hipocampo. Los
datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Se observé un aumento
significativo en el nimero de células positivas a CldU en los grupos alojados en
ambiente enriquecido (AE= 2.97, ENR=6.927, p <0.001) (Fig. 13).

Fig. 12
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Fig. 12. Células de seis semanas de edad en el giro dentado del hipocampo, marcadas con el anédlogo de timidina CldU, en grupos que
habitaron en alojamiento estandar (AE) o en enriquecimiento ambienta (ENR). Células positivas a CldU indicadas con flechas azules.
Barra de escala: 150 um.
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Fig. 13. Cuantificacion de células marcadas para CldU por corte de hipocampo. Se observa un aumento en el nimero de células de 6
semanas de edad en los grupos que habitaron en ambientes enriquecidos en comparacién con los grupos que fueron alojados en cajas
estandar (p <0.001). Los datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. N= 5 roedores por grupo.

Tres semanas después de iniciado el experimento se aplicé en los mismos ratones
una dosis del analogo de la timidina IdU con la finalidad de marcar una poblacién
celular de 3 semanas de edad. Las cuantificaciones totales se normalizaron con
respecto al nimero de hipocampos. Imagenes representativas de células positivas

a ldU de los grupos control y grupos enriquecimiento se muestran en la figura 14.

Fig. 14
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Fig. 14. Marcaje de células de tres semanas de edad, positivas para el analogo de timidina IdU, en grupos que habitaron en alojamiento
estandar (AE) o en enriquecimiento ambienta (ENR). Células positivas a IdU indicadas con flechas azules. Barra de escala: 150 um.
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Los datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. El incremento en el
namero de células en los grupos que habitaron en ambientes enriquecidos fue
significativo (AE= 3.09, ENR= 6.81, p <0.001) (Fig. 15).
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Fig. 15. Cuantificacion de células de 3 semanas de edad por corte de hipocampo. La grifica muestra un aumento estadisticamente
significativo en el nimero de células IdU positivas en los grupos que habitaron en ambientes enriquecidos en comparacién con los
grupos control (p <0.001). Los datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. N= 5 roedores por grupo.

Lo anterior indica que en los mismos roedores se encuentran dos poblaciones de
células de nueva generacion con diferentes edades. Un primer grupo de células de
6 semanas de edad y un segundo grupo de células de 3 semanas de edad. En
ambas edades se observa un aumento en el niumero células en los grupos

expuestos a enriguecimiento ambiental.

El andlisis del numero total de células positivas a la proteina DCX se hizo de igual
manera, comparando los grupos de acuerdo a su condicion de alojamiento a
través de la prueba t de Student. Las cuantificaciones totales se normalizaron con
respecto al numero de hipocampos Se observdé un aumento significativo de las

células positivas a DCX en los roedores sometidos a ambiente enriquecido en
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comparacion con los roedores que habitaron en alojamiento estandar (t=-12.885,
gl= 32, p <0.001) (AE= 55.22 +2.33, ENR= 113.41 +4.82). (Fig. 16).
Fig.16 Total DCX

160 —
140 — *
120 —
100 —

80 —

Células positivas a DCX

60 —

40 —

20 —

0
T
Alojamiento estandar Enriquecimiento

Fig.16. Cuantificacion del nimero de células positivas para doblecortina en la capa granular del giro dentado en los grupos mantenidos
en alojamiento estandar o en enriquecimiento ambiental. Se observé un aumento significativo en las células DXC+ en los grupos
alojados en enriquecimiento ambiental (p <0.001). Barras de error representan el error estandar. Los datos se analizaron con la prueba
t de Student. N= 10-20 roedores por grupo.

Células granulares activadas por la exposicidn a diferentes ambientes (Arc)

Previamente se ha reportado que entre 30 y 60 minutos posteriores a la
estimulacion conductual se observa el punto méximo de expresion de la proteina
Arc en el giro dentado de roedores (Ramirez-Amaya et al., 2005). Con el objetivo
de validar que los niveles de expresion de la proteina Arc en el giro dentado de
ratones hembra fuesen similares después de un periodo de 30 minutos y 1 hora de
la exposicion conductual, y por lo tanto los tiempos seleccionados correctos, se
analizé la expresion de la proteina en estos dos puntos de tiempo. Los resultados
se analizaron con la prueba ANOVA de 1 factor. No se encontraron diferencias
significativas (F (2-12)= 1.63; p = 0.237) (CTR=1106.4 + 130.6, 30min. = 1378.8 =
63.39, 1hr.= 1255.2 + 114.74,) (Fig. 17).
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Fig.17 Expresion Arc 30 min./1 hr.
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Fig.17. Cuantificacion del nimero de células granulares del giro dentado que expresaron la proteina Arc pasados 30 minutos y 1 hora
después de la exposicion al ambiente de exploracién A. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA de 1 factor. No se encontraron
diferencias significativas (p= 0.237). N= 5 roedores por grupo.

El dia 42 del experimento se expuso a los roedores a diferentes tareas

conductuales para inducir la expresion de la proteina Arc.

En los grupos de exploracion ambiental el analisis se realiz6 con la prueba
ANOVA de 1 factor. Los resultados reflejaron diferencias significativas entre los
grupos (F (3,14) = 15.973, p <0.001). Imagenes representativas de células
granulares del giro dentado que expresan la proteina Arc en respuesta a la tarea
de exploracion ambiental se observan en la figura 18. El analisis post-hoc
empleando la prueba de Tukey no reflejo diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo A (p= 0.709). Por el contrario, el grupo A-A mostré un
incremento estadisticamente significativa en el nimero de células granulares que
expresaron la proteina Arc en comparacion con el grupo control (p=0.001) y con el
grupo A (p=0.006). También se observd un aumento significativo en el grupo A-B
en comparacion al grupo control (p<0.001), y al grupo A (p=0.002). (CTR=9.617 +
1.33, A=11.87 + 0.625, A-A= 20.92 = 1.61, A-B= 22.06 + 2.57). Se encontro un
aumento del 117.59 % y del 129.42% en los grupos A-A y A-B respectivamente en
comparacion al grupo control, en el nimero de células activadas en respuesta a la

exploracion ambiental (Fig. 19).
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Fig.18

Fig. 18. Expresion de la proteina Arc en células granulares del giro dentado del hipocampo en roedores expuestos a una o dos
exploraciones ambientales. Barra de escala= 150 um.
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Fig. 19. Cuantificacion total de células granulares que expresan la proteina Arc en el giro dentado en animales expuestos a exploracién
ambiental. Barras de error representan el error estandar. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA de 1 factor seguido de la
prueba post hoc de Tukey (p <0.001). Barras de error representan el error estandar. N= 5 roedores por grupo.

La activacion de las células granulares en los grupos expuestos a nado forzado o
gue no tuvieron ninguna exposicion ambiental previa al sacrificio y que se alojaron
en ambiente enriquecido o cajas estandar se analizé con la prueba ANOVA de 2
factores. Imagenes representativas se observan en la figura 20. No se encontro
una interaccion significativa entre la condicion de alojamiento y la exposicion a la
tarea de nado forzado (F (1,16)= 0.0136, p = 0.908). Se observo que la condicion
de alojamiento no tiene un efecto significativo en la activacion de las células
granulares (F (1,16)= 0.0396, p = 0.845).

No se encontro diferencia en la expresién de Arc entre los grupos de alojamiento
estandar y enriguecimiento que fueron expuestos a la tarea de nado forzado, asi

como tampoco en los grupos que fueron sacrificados directo de sus cajas.

Por otro lado, la condicién de nado forzado mostré un efecto significativo en la
expresion de la proteina Arc en las células granulares del giro dentado tanto en los
grupos de alojamiento estandar como en los grupos de enriquecimiento ambiental
(F (1,16) = 20.342, p<0.001). El analisis post-hoc con la prueba de Tukey mostré
un incremento significativo en los grupos expuestos a la tarea de nado forzado
(p<0.001) (CTR.= 9.61, AE/NF= 17.69, ENR/CTR= 9.036, ENR/NF= 17.54 + 1.83)
Se observé un aumento del 84 % y del 82.43 % en el numero de células activadas
en los roedores sometidos a la tarea de nado forzado que habitaron en

alojamiento estandar o en ambiente enriquecido respectivamente (Fig. 21).
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Fig.20

Fig. 20 Células granulares positivas a la proteina Arc en el giro dentado del hipocampo en roedores que habitaron en alojamiento
estandar (AE) o en ambiente enriquecido (ENR) y que fueron expuestos a nado forzado (NF) o sacrificados directamente de su caja
(CTR). Barra de escala= 150 um
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Fig. 21. Cuantificacidn de células granulares en el giro dentado que expresaron la proteina Arc en roedores expuestos a la prueba de
nado forzado después de habitar en alojamiento estdndar o en enriquecimiento ambiental. Los datos se analizaron con la prueba
ANOVA de 2 factor seguido de la prueba post hoc de Tukey. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos expuestos a nado
forzado y los grupos control (p <0.001). Barras de error representan el error estandar. N= 5 roedores por grupo.

Posteriormente, se analizd la expresion de la proteina Arc a lo largo del eje
septotemporal del hipocampo en los diferentes grupos.

Se analizaron los datos de los grupos de exploracion ambiental en el area dorsal y
ventral a través de una ANOVA de 2 factores. No se encontré interaccion
significativa entre la exploracion ambiental y el area del giro dentado donde se
expresa la proteina Arc (F (3,28) = 1.439, p = 0.253). Sin embargo, existe un
efecto significativo del area del hipocampo en el nimero de células granulares
activadas (F (1,28)= 73.325, p<0.001). También se observo un efecto significativo
de la condicién de exploracion ambiental en la expresion de la proteina Arc en las
células granulares (F (3,28)= 18.732, p= <0.001). La prueba post-hoc de Tukey
reflejo que en todos los grupos se observd un mayor nimero de células positivas a
Arc en el area dorsal del giro dentado (p= <0.001). Por otra parte el analisis de los
datos en el area dorsal muestra un patron activacion de las células similar al
observado en la cuantificacion total. En la comparacion del grupo A con el grupo
control no se encontraron diferencias significativas (p= 0.575). En los grupos A-A'y
A-B se observo un aumento significativo del nimero de células que expresaron la
proteina Arc en comparacion al grupo control y al grupo A (p <0.001). (CTR=12.53
+ 1.60, A= 15.46 + 1.60, A-A=24.27 + 1.79, A-B= 25.90 + 1.79). En el analisis del
area ventral sélo se encontraron diferencias significativas en la comparacion del
grupo expuesto a dos ambientes diferentes (A-B) con el grupo control (p=0.008) y
con el grupo A (p=0.021). La comparaciéon del grupo A-A con el grupo control no
mostré diferencias significativas (p= 0.142), asi como tampoco con el grupo A (p=
0.295). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo A (p=0.969). (CTR.= 5.53 + 1.60, A=6.55 + 1.60, A-A=10.87 + 1.79, A-
B=14.01 £ 1.79). (Fig. 22).

48



F|g.22 Giro Dentado Dorsal vs Giro Dentado Ventral

(Exploracion Ambiental)

30 o
k
*
25 -
o 20 I R
Q
<
@
12}
$ *
]
@ 15
o
Q
2 1
K
=
QO
O 104
5 [Jctr
A
I A-A
A
0
Dorsal Ventral

Fig. 22 Cuantificacion de las células que expresaron la proteina Arc a lo largo del eje septotemporal del giro dentado en los grupos
expuestos a exploracién ambiental. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA de 2 factor seguido de la prueba post hoc de Tukey.
Barras de error representan el error estandar. N=5 roedores por grupo.

El andlisis de la activacién celular a lo largo del eje septo-temporal del hipocampo
de los grupos expuestos a nado forzado se hizo a través de la prueba ANOVAs de
2 factores separando los datos del area dorsal y los datos del area ventral. El
analisis en el area dorsal no revel6 interaccion entre las condicién de alojamiento y
la condicion de nado forzado (F (1,16)= 0.254, p = 0.621). De la misma manera el
analisis en el area ventral no mostro interaccion entre ambas variables (F (1,16)=
1.906, p=0.186). Se encontré un efecto significativo de la condicibn de nado
forzado tanto en el area dorsal (F (1,16)=11.718, p=0.003) como en el area ventral
(F(1,16)= 16.647, p= <0.001). Por otro lado se observo que la condicion de
alojamiento no tiene un efecto sobre la expresion de la proteina Arc en el area
dorsal (F(1,16)= 0.0808, p=0.780) o en el area ventral (F(1,16)= 0.376, p= 0.549).
Si los animales habian habitado en alojamiento estandar o en ambiente

enriquecido no influyd significativamente en la expresion de la proteina Arc en los
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grupos expuestos a nado forzado o los animales sacrificados directo de su caja.
La prueba post-hoc de Tukey reflejé que la mayor activacién que se observo, tanto
en el &rea dorsal como en el area ventral, fue debido a la tarea de nado forzado
(CTRporsa=12.53, AE/NFpgrsa=20.59, ENR/CTRporsa=10.35, ENR/NFpgrsa=21.20,
p= 0.004) ( Fig. 23A). (CTRvenra= 5.53, AE/NFyenra=11.52, ENR/CTRyentra= 6.3,
ENR/NFvenra= 9.33, p<0.001) (Fig. 23B).
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Fig. 23. Cuantificacion a lo largo del eje septotemporal del giro dentado de la expresion de la proteina Arc en los grupos expuestos a
nado forzado después de habitar en alojamiento estandar o en enriquecimiento ambiental. Los datos del giro dentado dorsal y del giro
dentado ventral se analizaron por separado con la prueba ANOVA de 2 factor seguido de la prueba post hoc de Tukey. Se encontraron
diferencias significativas entre los grupos expuestos a nado forzado y los grupos control en ambas regiones (p <0.001). Barras de error
representan el error estandar. N=5 roedores por grupo.

Porcentaje de activacidon de nuevas neuronas de 6 y 3 semanas de edad
(CldU/Arc) v (IdU/Arc)

Posteriormente se hizo el andlisis de las células de nueva generacion, marcadas a
6 y 3 semanas de edad, que fueron activadas (expresion de la proteina Arc)

debido a la exposicion de las diferentes condiciones conductuales.
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En el analisis de las celulas positivas a CldU se observé que estas celulas de 6
semanas de edad, sOlo se activaron cuando los roedores fueron expuestos a
exploracion ambiental, ya fuera la exposicion a un ambiente o a dos. En la figura
24-A se pueden observar imagenes representativas de una celulas CldU* que
colocaliza con la proteina Arc. Se encontré un porcentaje de 2.53, 2.49y 1.88 de
células marcadas para CldU positivas para la proteina Arc, en los grupos A, A-A'y
A-B respectivamente. Sin embargo, en los grupos control y en los grupos

expuestos a nado forzado no se encontré ninguna célula CldU*/Arc”* (Fig. 24-B).

Fig.24

A)

Arc/CldU

Ctr. A A-A A-B |Ctr.-Nado| Enr.-Ctr. [Enr-Nado
H Cldu 0% 1.43% 1.67% 1.88% 0% 0% 0%

Fig. 24. Células CIdU"/Arc’. A) Imagenes representativas de una célula de nueva generacién de 6 semanas de edad co-marcada con la
proteina Arc (marcador de activacidn) en animales expuestos a la tarea de exploracion ambiental. B) Representacion grafica de la
media del porcentaje de células CldU+/Arc+. S6lo se observé activacion en los animales expuestos a exploracion ambiental.

Por otro lado al analizar las células de 3 semanas de edad marcadas con el
analogo de la timidina IdU, encontramos activacion de éstas nuevas células solo

en el grupo alojado en ambiente enriquecido que fue expuesto a la tarea de nado
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forzado, con un porcentaje de 3.004. En contraste, no se encontré ninguna célula
positiva a IdU que expresara la proteina Arc en los grupos restantes (Fig.25).

Fig.25

A)

Arc/IdU

B) 5%

1% Ctr. A A-A A-B [Ctr-Mado| Enr-Ctr. |[Enr.-Nado

B |du 0% 0% 0% 0% 0% 0% 3%

Fig. 25 Comarcaje de las células IdU" que expresaron la proteina Arc. A) Imagen de una célula de 3 semanas de edad positiva para IdU
comarcada con la proteina Arc en animales expuestos a la tarea de nado forzado. B) Representacion grafica de los porcentajes
encontrados de las células IdU*/Arc".

Porcentaje de activacidon de neuronas inmaduras (DCX/Arc)

Debido a los resultados encontrados en el andlisis de la activacion de las células
de 3 semanas de edad se decidié estudiar el grado de activacién de las nuevas
neuronas en un estado de maduracion menor a tres semanas. Para tal fin se hizo
un comarcaje de la proteina Arc (marcador de activacion celular) y la proteina
doblecortina (DCX), proteina que es expresada por neuronas inmaduras que se
encuentran en etapas de migracion y maduracion.

El andlisis de la colocalizacion reflejé que existe un porcentaje de células positivas

a DCX que son activadas en respuesta a diferentes condiciones conductuales. En
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la figura 26 se pueden observar imagenes representativas de células DCX+,

células Arc+ y la colocalizacion de ambos marcadores.

Fig.26

Fig.26. Expresion de la proteina Arc en neuronas inmaduras marcadas con la proteina DCX. Imagenes representativas de la doble
tincidn contra DCX y Arc. Se observan de izquierda a derecha; células positivas para DCX con dendritas llegando a la capa molecular y al
menos dos nodos de bifurcacion con una coloracién café claro, células positivas para Arc con un soma de mayor tamafio y una

coloracion café oscuro, y células positivas DCX/Arc. Barra de escala= 30 um.

El analisis del nimero de células DCX+/Arc+ en los grupos de exploracion
ambiental se realizé a través del analisis de varianza de un factor en rangos con la
prueba Kruskal-Wallis. No se encontraron diferencias significativas (Ctr.=11.96, A=
11.97, A-A=11.96, A-B=11.96, p= 0.924) (Fig. 27).

] DCX+/Arc+ (Exploracion Ambiental)
Fig.27
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Fig.27 Cuantificacidon del nimero de células DCX+ que co-expresaron la proteina Arc en roedores expuestos a una o dos exploraciones
ambientales. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA de un factor. No se encontraron diferencias significativas (p = 0.924). N=5
roedores por grupo.

El andlisis de las células DCX+/Arc+ en los grupos sometidos a la prueba de nado
forzado que fueron mantenidos en alojamiento estandar o en enriguecimiento
ambiental se realizé a través de la prueba ANOVA de dos factores. El analisis no
reveld interaccion significativa entre la condicion de alojamiento y la tarea de nado
forzado (F (1,16)= 1.451, p= 0.246). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos expuestos a nado forzado o aquellos sacrificados directo de sus
cajas (F (1,16)= 2.693, p = 0.120). El analisis de la condicién de alojamiento
tampoco reflejo diferencias significativas en el nimero de células DCX+/Arc+
(F(1,16)= 2.020, p=0.174). (Ctr.= 11.974, Ctr./NF=16.760, ENR./Ctr. = 14.351,
ENR/NF= 45.545 +£10.962) (Fig. 28).

Fig.28
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Fig. 28. Cuantificacién del nimero de células DCX" que expresaron la proteina Arc en roedores expuesto a la tarea de nado forzado que

habitaron en alojamiento estandar o en enriquecimiento ambiental. Los datos se con la prueba ANOVA de 2 factor. No se encontraron
diferencias significativas (p=0.246). Barras de error representan el error estandar. N= 5 roedores por grupo.
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Analisis de prueba de nado forzado

Finalmente se analizo el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en
roedores que fueron alojados en ambiente enriquecido o en condiciones estandar.
Este andlisis se realiz6 a través de la prueba t de Student. Se encontré una
disminucién estadisticamente significativa en la inmovilidad en los grupos alojados
en ambiente enriquecido (t= 2.244, gl= 12, p= 0.044) (Ctr./NF= 132.57+18.36,
ENR./NF= 73.28+18.99) (Fig. 29)

La disminucion en el tiempo de inmovilidad observada en el grupo de
enriquecimiento fue del 44.7%. Lo anterior refleja una disminucién en la conducta
de desesperanza en los animales que fueron alojados en ambientes enriquecidos.

Fig.29
Inmovilidad en la prueba de nado forzado
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Fig. 29. Tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en animales de alojamiento estandar o ambiente enriquecido. Se observa
una reduccion en el tiempo de inmovilidad en los grupos alojados en ambiente enriquecido (p = 0.044). Barras de error representan
error estandar. Los datos se analizaron con la prueba t de Student. N= 7 roedores por grupo.
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DISCUSION:
Expresion de la proteina Arc en las células granulares en el giro dentado del

hipocampo debido a exploracion ambiental y nado forzado

La exploracion ambiental, en la que los roedores crean una representacion de su
ambiente, provoca la activacion de circuitos neuronales en el hipocampo. El gen
de expresion temprana Arc refleja la activacion de las neuronas que se ven
involucradas en dichos circuitos. En este sentido, al analizar la expresion de la
proteina Arc causada por las exploraciones ambientales encontramos que la
exploracién de un sélo ambiente en ratones hembra de la cepa Balb-C no provoco
un aumento significativo en la expresion de la proteina Arc. Estos datos contrastan
con lo reportado en ratas machos, en los que la exposicidbn a un ambiente de
exploracién produce un aumento significativo en la expresién de la proteina Arc
en células del giro dentado comparadas con animales sacrificados directo de sus
cajas (Ramirez-Amaya et al., 2005). Sin embargo nuestros resultados son
similares a los reportados por Snyder y colaboradores que indican que la
exposicion de ratones macho a la tarea de laberinto de Morris después de un
periodo de 42 dias en alojamiento estandar no incrementd significativamente los
niveles de la expresion de la proteina zif268 comparado con el grupo sacrificado
directo de su caja (Snyder et al., 2012). Nuestro trabajo indica que en el giro
dentado la exposicion de un solo ambiente de exploracion en ratones hembra no
provoca un incremento significativo en la expresion de la proteina Arc comparado
con animales que no fueron expuestos a ninguna experiencia, sin embargo la
exposicibn a dos ambientes sean estos iguales o diferentes provocd un
incremento significativo en la expresion de la proteina Arc.

Chawla y colaboradores (2005) y Marrone y colaboradores (2011) a través de la
activacion de dos genes de expresion temprana Arc y zif268 observaron que
cuando ratas eran expuestos dos veces a la exploracion del mismo ambiente el
mismo ensamble de células se activaban, sin embargo cuando dos ambientes
diferentes eran explorados una nueva poblacion de células era activada en el
segundo ambiente, lo anterior medido por la expresion del RNAm de Arc. En base

a esto una hipotesis inicial de este trabajo fue que el nimero de células positivas a
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la proteina Arc, cuando los animales eran expuestos dos veces al mismo ambiente
no aumentaria en comparacion al grupo de animales que estuvieron expuestos a
un solo ambiente, dado que la mayor parte del grupo de células que se activd en
el primer ambiente se activaria nuevamente cuando los animales fuesen
expuestos al mismo ambiente. Por otro lado, esperabamos que cuando los
animales eran expuestos a dos ambientes diferentes, los niveles de la proteina Arc
aumentaran considerablemente ya que poblaciones diferentes de células se
activarian en cada ambiente para codificar las nuevas caracteristicas de este. Sin
embargo, observamos que el nimero de células que expresaron la proteina Arc en
el grupo expuesto dos veces al mismo ambiente aumenté considerablemente,
alcanzando niveles muy similares a los del grupo de roedores expuestos a dos
ambientes diferentes. Encontramos un aumento del 117.59 % en el grupo A-A en
comparacion al grupo control, en contraste el grupo A so6lo hubo un aumento un
23.5 %. Por otro lado, el nivel de expresion que encontramos en A-A es muy
similar al encontrado en el grupo A-B, un aumento del 129.42 % en comparacion
al grupo control. Las diferencias entre los trabajos antes mencionados y el nuestro
pueden deberse a la metodologia usada ya que en nuestro caso no podemos
medir el grado en que ceélulas activas vuelven a activarse en un segundo
ambiente. Sin embargo, la diferencia en el nivel de la proteina entre los grupos A-
Ay A-B y los grupos control y A podria indicarnos que la exposicion a dos
ambientes sin importar si son iguales o diferentes provoca la expresion de la
proteina Arc en una nueva poblacion de células debido a la exposicién del
segundo ambiente.

De igual manera que la exploracion ambiental, la exposicibn a un evento
estresante involucra la codificacion de la memoria acerca de la situacion,
permitiendo al animal hacerle frente de una mejor manera si ésta se presenta
nuevamente (Ons et al., 2004). Lo anterior implica que existe una activacion
neuronal de las regiones que se ven involucradas en el procesamiento de dicha
informacion. Nuestros resultados indican que existe activacion de las células del
giro dentado, medido a través de la expresion de la proteina Arc, como resultado

de la exposicion de roedores a 6 minutos de nado forzado. El nado forzado es un
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estresor de intensidad media que involucra un mayor nivel de actividad para el
animal que una exploracion ambiental.

La expresion de Arc esta relacionada con la actividad neuronal especificamente
asociada con la plasticidad sinaptica y la memoria (Miyashita et al., 2009). Como
muestran Nallor y colaboradores en 2012, los niveles de la expresion de Arc en las
areas CAly CA3 del hipocampo no estan correlacionadas con la actividad
locomotora, sino con un procesamiento de la informacion que involucra plasticidad
a largo plazo.

En nuestro estudio encontramos que los grupos sometidos a nado forzado cuyo
alojamiento habia sido estandar o en un ambiente enriquecido tenian un aumento
significativo en el numero de células que expresaron Arc, comparados con el
grupo control. Recientemente Schoenfeld y colaboradores (2013) reportaron que
ratones macho sedentarios c57BL/6, sometidos a nado forzado por 5 minutos,
mostraron un incremento en la expresion de las proteinas c-Fos y Arc en la capa
granular del giro dentado ventral. En este sentido Johnson y colaboradores
encontraron que lesiones selectivas del giro dentado disminuyen la respuesta de
corticoesterona a un estresor de novedad (Johnson et al., 1980), lo cual sefiala el
involucramiento del giro dentado en el procesamiento de informacion referente a
una situacién estresante. En contraste a nuestros resultados Ons y colaboradores
encontraron en el afio 2004 que ratas macho después de 30 minutos de nado
forzado o 30 minutos de inmovilizacion, un estresor fuerte, no mostraron un
incremento significativo en los niveles de RNAmM de Arc o del RNAm de c-fos en la
formacién hipocampica en comparacion al grupo control. Sin embargo, si
observaron un incremento significativo en los niveles de ambos IEGs después de
30 minutos de exploracibn ambiental en la formacién hipocampica, aumento
especialmente marcado en el giro dentado. En otro estudio se reportd que ratas
macho sometidas a un protocolo de inmovilidad por 2 horas, un estresor fuerte,
mostraron un aumento significativo en la expresion de RNAm o de la proteina Arc
en la corteza. Sin embargo, la medicién en los subcampos del hipocampo no

mostro diferencias en comparacién al grupo control (Benekareddy et al., 2013).
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El ambiente enriquecido aumenta la estimulacion cognitiva, sensorial y motora y
tiene una variedad de efectos positivos sobre la conducta y diferentes procesos
moleculares y celulares. Muchos de estos cambios celulares son consistentes con
alteraciones en la expresion de genes involucrados en la funcion de las sinapsis y
la plasticidad sinaptica, incluyendo por ejemplo el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF), que tiene un papel integral en la sefalizacién celular. El
enriquecimiento, ademas induce alteraciones en la expresion de las subunidades
de los receptores NMDA y AMPA, que son esenciales para la integracion de
sefales glutamatérgicas, lo cual es consistente con que el enriguecimiento
ambiental resulta en un incremento de la plasticidad sinaptica (Nithianantharajah &
Hannan, 2006). En este estudio no encontramos diferencias en la expresion de la
proteina Arc en células granulares entre los grupos de alojamiento estandar y los
grupos de ambiente enriquecido en respuesta a la tarea de nado forzado.
Adicionalmente, el andlisis de la expresion de Arc en los grupos sacrificados
directo de sus cajas que habian habitado en alojamiento estandar o en ambiente
enriquecido tampoco mostré diferencias significativas. Lo anterior nos indica que
nuestro protocolo de ambiente enriquecido mantenido por 6 semanas no tuvo un
efecto significativo en el nimero de células que expresaron la proteina Arc ya
fuera en el nivel basal o en respuesta a la exposicion de nado forzado, En relacion
a esto Pinaud y colaboradores reportaron que ratas macho sometidas durante tres
semanas a un protocolo de ambiente enriqguecido, mostraron un aumento
significativo aunque moderado de la expresion de RNAm de Arc en el giro
dentado, en comparacion a animales sacrificados directo de sus cajas y animales
gue eran manipulados diariamente por 5 min. (Pinaud et al.,, 2001). Lo anterior
podria indicarnos la existencia de habituacién cognitiva al enriquecimiento
ambiental que es mantenido constantemente por un tiempo largo. Sin embargo en
este experimento logramos observar otros efectos positivos del ambiente
enriquecido como es el aumento en la tasa de neurogénesis y la disminucién en el
tiempo de inmovilidad en ratones sometidos a nado forzado.

El andlisis de la expresién de Arc a lo largo del eje septo-temporal del giro dentado

reflej6 que el aumento observado de la proteina en las diferentes condiciones
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experimentales se dio mayormente en el area dorsal tanto en los grupos de
exploracion ambiental como en los grupos de nado forzado. Sin embargo, también
se observo activacion significativa en el area ventral principalmente en los grupos
expuestos a nado forzado. En relacion a esto, se ha reportado ampliamente la
disociacion funcional que sufre el hipocampo a lo largo de su eje septo-temporal.
En general se piensa que el hipocampo dorsal esta involucrado en procesos de
memoria y aprendizaje, y se le ha dado al area ventral un papel en conductas con
componentes emocionales (Fanselow & Dong, 2010; Thompson et al., 2008).
Nuestro analisis refleja que tras dos exploraciones ambientales, en donde se
produce una codificacion del ambiente, la expresion de Arc se sitla principalmente
en el &rea dorsal, dichos resultados reflejan el involucramiento del area dorsal en
la exploracion espacial y la codificacion del contexto. Previamente se ha reportado
que en el area dorsal existe un mayor niumero de células de lugar, las cuales
codifican las caracteristicas del ambiente, comparadas con el area temporal (Jung
et al., 1994). Al analizar el area ventral en la exposicibn a ambientes de
exploraciéon encontramos que solo el grupo que habia explorado dos ambientes
diferentes tuvo un aumento significativo en el nimero de células que expresaron
Arc, comparado con los grupos restantes. No se observé aumento significativo en
el nimero de células activadas en esta area en el grupo expuesto a dos ambientes
iguales, incremento si observado en el area dorsal. Lo anterior podria indicar una
disminucién en el involucramiento del area ventral en la codificacion de los
aspectos espaciales y cognitivos de la informacion.

El nado forzado es un paradigma de escape que se ha utilizado ampliamente para
medir conductas tipo depresivas (Porsolt et al. 1977), asi mismo es por si solo un
estresor de intensidad moderada. Se ha reportado que tras la exposicion a 5
minutos de nado forzado las concentraciones de corticoesterona en suero
aumentan significativamente, alcanzando el punto maximo pasados 30 minutos de
la exposicion (Connor et al., 1997). La liberacion de glucocorticoides en el sistema
es la respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) cuando se ve
enfrentado a una situacion estresante (Jankord & Herman 2008). Asi mismo el

area ventral del hipocampo esta altamente relacionada a la regulacion del eje HPA
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y con la conducta que involucra componentes emocionales (Herman et al., 1998;
Jankord & Herman 2008). Debido a lo anterior esperdbamos una activacion mayor
en el area ventral debido a la exposicion de los roedores al nado forzado, sin
embargo nuestros resultados reflejan que en respuesta a la tarea de nado forzado
la mayor activacién en el giro dentado se da en el area dorsal. Lo anterior podria
implicar que la expresion de Arc en la poblacion total de células granulares en los
grupos de nado forzado reflejaria muy fuertemente la codificacion del ambiente.
En este sentido Lonergan y colaboradores en el afio 2010 reportaron que la
expresion de Arc estd vinculada mas especificamente con la codificacion del
contexto. Al estudiar la expresion de las proteinas zif268 y Arc en la tarea de
condicionamiento al miedo, los autores observaron que la expresion de Arc
aumenté cuando ratas eran expuestas al aprendizaje del condicionamiento de
miedo, asi como cuando eran expuestas solamente al contexto sin el choque. Sin
embargo, la entrega del choque no produjo un incremento significativo en Arc. Por
otro lado, los niveles de zif268 aumentaron Unicamente en el entrenamiento de la
tarea, sin encontrar un incremento debido a la exposicién unicamente del contexto,
o en la entrega del choque (Lonergan et al., 2010).

Nuestros resultados, también reflejan un aumento significativo en el numero de
células activadas debido a la exposicion del nado forzado en el area ventral.
Adicionalmente se observa en el area ventral una disminucion en el numero de
células activadas tras la exposicion al nado forzado en roedores que fueron
alojados en ambiente enriquecido. Esta disminuciébn no es significativa, sin
embargo es interesante que ésta disminucién no se observe en el area dorsal. En
este sentido Schoenfeld y colaboradores (2013) observaron que en ratones que
habian tenido acceso a una rueda de correr no reflejaron incremento en los niveles
de las proteinas c-Fos y Arc en la capa granular del giro dentado debido a la
exposicion a la prueba de nado forzado, aumento que si se observo en ratones
sedentarios. El ejercicio voluntario promueve de la misma manera que el ambiente
enriquecido un conjunto de procesos moleculares y celulares involucrados con la
plasticidad sinaptica (Olson et al., 2006). Lo anterior podria indicarnos un mayor

involucramiento del area ventral en tareas con componentes emocionales.
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Expresion de la proteina Arc en las nuevas células granulares en el giro

dentado del hipocampo debido a exploracion ambiental y nado forzado

Las nuevas neuronas generadas en el hipocampo adulto son capaces de
integrarse a los circuitos neuronales en ésta estructura, esto se ve reflejado por la
activacion de genes de expresion temprana altamente relacionados con
plasticidad sinptica y la formacion de memorias (Jessberger & Kempermann,
2003). Diferentes estudios han reportado la activacion estos genes: c-fos, zif268 o
Arc en respuesta a distintas tareas conductuales en las nuevas neuronas
(Ramirez-Amaya et al., 2006; Kee et al., 2007; Clark et al., 2012). Nuestros
resultados reflejan asi mismo expresion de Arc en las nuevas neuronas del
hipocampo. Sin embargo, la baja frecuencia de expresion de Arc en el giro
dentado y una poblacion muy pequefia de células marcadas par ambos analogos
de la timidina en las inmunofluorescencias, no permiti6 observar un nuamero
suficiente de células Arc+/CldU+ y Arc+/IdU+ que posibilitara la comparacion
estadistica. A pesar de eso, los resultados observados nos sugieren que existe
una activacion diferencial de las nuevas neuronas dependiente de la edad y del
ambiente.

En el analisis de células de 6 semanas de edad encontramos en los tres grupos
sometidos a exploracion ambiental células de nueva generacion que expresaron la
proteina Arc en respuesta a la exploracion, sin embargo en los grupos de nado
forzado o los animales sacrificados directo de sus cajas no se encontraron células
CldU*/Arc’. En el analisis de las células de 3 semanas de edad, no se encontraron
células positivas al analogo de la timidina IdU que expresaran la proteina Arc en
los grupos expuestos a exploracion ambiental. Lo anterior confirma reportes
previos en donde se observd que en respuesta a tareas que implican un
aprendizaje espacial, el punto de expresion mas alto de c-fos o Arc en las nuevas
neuronas es en un periodo de mayor madurez (Kee et al., 2007; Sandoval et al.,
2011).

Por otro lado, en nuestro estudio encontramos células de 3 semanas de edad que
expresaron la proteina Arc Unicamente en el grupo sometido a nado forzado que

fue alojado en ambiente enriquecido. No encontramos células de 3 semanas de
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edad activas en los grupos restantes. Debido al mayor numero de células
encontradas en los grupos de ambiente enriquecido, la activacion observada en
las células de 3 semanas de edad en el grupo de enriquecimiento-nado puede
estar dada por una poblacién mas grande de células, sin embargo dicha activacion
no se encontré en el grupo enriquecimiento-control, asi como tampoco se observo
activacion en los roedores expuestos a nado forzado que fueron alojados en
ambiente enriquecido en las células de 6 semanas de edad. Nuestros resultados
sugieren que las neuronas de 3 semanas de edad, neuronas en una etapa de
madurez menor, tienen mayor probabilidad de ser activadas en una tarea que exija
un mayor nivel de actividad, y que impliqgue un nivel de estrés moderado para el
animal. Surget y colaboradores en 2011 analizaron la expresion de c-fos en
células de nueva generacion de 4 semanas de edad. En su estudio ratones
machos fueron sometidos a irradiacion de rayos X previo a la exposicion de un
protocolo de estrés cronico, dos semanas después de iniciado el protocolo se les
administré diariamente una dosis del antidepresivo fluoxetina (farmaco que tiene
efectos positivos sobre la tasa de neurogénesis y la conducta tipo depresiva de
roedores) o una solucién vehiculo. Finalmente los roedores fueron sometidos a
infusiones intrahipocampales del agonista del receptor de glucocorticoides DEX o
una solucion vehiculo y fueron expuestos a ambiente novedoso. Los autores
reportan que no se encontraron diferencias entre el grupo control que no fue
sometido a estrés y el grupo estrés-vehiculo. Sin embargo en el grupo estrés-
fluoxetina se encontré un aumento en el niumero de células positivas para c-
fos/NeuN /Brdu, asi como un incremento en el porcentaje de expresion de c-fos en
células NeuN'/ Brdu®,en comparacion con las células NeuN+/ Brdu+.

Contrario a nuestros resultados Snyder y colaboradores observaron que la
exposicion de ratas al laberinto de Morris indujo un incremento en el numero de
células PSA-NCAM® (3-4 semanas de edad) que colocalizaron con c-fos,
preponderantemente en el area ventral. La activacién de estas nuevas neuronas
no se observo cuando los animales fueron sometido a nado en la misma arena
espacial, en la ausencia de la plataforma (Snyder et al., 2009). Por otra lado Stone

y colaboradores reportaron que roedores expuestos a la tarea de
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condicionamiento de miedo al contexto una semana después 0 seis semanas
después de marcar células de nueva generacion con el anélogo de timidina BrdU,
muestran durante el test de retencion (cuatro semanas después del entrenamiento
de la tarea) un incremento en el nimero de células de seis semanas de edad que
expresaron la proteina c-fos (marcador de activacion celular) en comparacion a la
células de 1 semana de edad. El condicionamiento de miedo al contexto es una
tarea con componentes tanto emocionales como de procesamiento espacial. Los
autores concluyen que las neuronas de nueva generacion contribuyen la
formacion de memorias de condicionamiento de miedo por contexto y que su
integracion a las redes neuronales depende de su estado de maduracién (Stone et
al., 2011). Sin embargo, debido a que en el trabajo de Stone y colaboradores no
se estudio la activacion de neuronas mayores a una semana de edad no podemos
descartar que neuronas en otros estados de maduracién también estén
involucradas en esta tarea.

En conjunto el andlisis de la activacion de las dos poblaciones de células de nueva
generacion marcadas en el mismo animal en nuestro estudio sugiere que la
activacion de estas nuevas neuronas depende de su edad y del ambiente.
Mostrando las neuronas con mayor madures mayor probabilidad de ser activadas
en una tarea que implica un aprendizaje espacial. Por otro lado las neuronas en
una etapa de madures menor tendria mayor probabilidad de activacién en tareas
con un grado de actividad mayor y que implican un estrés moderado.

Aunado a lo anterior decidimos analizar la activacién de las nuevas neuronas en
una etapa de menor madurez a tres semanas de edad. Las células granulares
inmaduras que empiezan un proceso de migracion, de crecimiento dendritico y de
contacto con otras células expresan la proteina doblecortina (DCX) (Spampanato
et al.,, 2012). Dicha proteina se expresa aproximadamente en las tres primeras
semanas de vida de las nuevas neuronas (Plimpe et al., 2006). A través de un
doble marcaje contra células DCX" y Arc’ encontramos que células inmaduras
DCX" son capaces de expresar la proteina Arc, marcador de activacion celular.
Sin embargo, la exposicién a las diferentes condiciones conductuales ya fuera

nado forzado o exploracion ambiental no produjo un incremento significativo en el
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namero de células DCX+/Arc+ en comparacion a los animales que fueron
sacrificados directo de sus cajas. Contrario a esto Vukovic y colaboradores
mostraron en 2013 que roedores sometidos al aprendizaje de evitacion activa de
lugar mostraron un incremento significativo en el niumero de neuronas inmaduras
positivas a DCX, que expresaron la proteina Arc en comparacion al grupo que no
fue sometido al aprendizaje. Sin embargo, es importante mencionar que de
acuerdo a los criterios de analisis que seguimos, las células DCX'/Arc” que fueron
cuantificadas, fueron aquellas células DCX' cuyos procesos dendriticos han
alcanzado la capa molecular y que pueden tener dos o0 mas nodos de bifurcacion.
En contraste Vukovic y colaboradores no discriminan en la poblacion de células
DCX", en cuya poblaciéon es posible encontrar células que se encuentran ain en
estado de proliferacion (Plumpe et al., 2006). Plumpe y colaboradores (2006)
seflalan que es en esta fase tardia de expresion de DCX, en la cual el arbol
dendritico muestra una arborizacion delicada y algunas ramificaciones mayores,
cuando las nuevas células son seleccionadas para sobrevivir a largo plazo. Por
otro lado Epp y colaboradores reportaron que ratas de la cepa Sprague—Dawley
mostraron un incremento en el numero de células DCX+ que expresaron la
proteina zif268 debido al entrenamiento en el laberinto de Morris, sin embargo no
encontraron una diferencia en el nimero de células DCX+/Arc+ en la cepa de
ratas Long-Evans (Epp et al.,, 2011). De manera interésate en el grupo de
exposicibn a un solo ambiente encontramos un numero menor de células
DCX+/Arc+ en comparacion al grupo que fue sacrificado directo de su caja, sin
que esta diferencia fuese significativa. En este sentido Snyder y colaboradores
encontraron igualmente que la exposicion de ratones macho al laberinto de Morris
después de un periodo en alojamiento estandar provocd una disminucion en las
células DCX+ que expresaron zif268 comparado al grupo que no fue expuesto a
ninguna condicion (Snyder et al., 2012).

Al comparar la activacion de estas neuronas inmaduras entre los grupo de nado
forzado encontramos un aumento en el niimero de células DCX* /Arc* en el grupo

de ambiente enriquecido-nado. Dicho aumento no fue significativo, sin embargo el
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incremento encontrado podria indicar que una poblacion mas grande de células

aumentaria la probabilidad de que mas neuronas inmaduras sean activadas.

Anédlisis del tiempo de inmovilidad en la tarea de nado forzado

Previamente Llorens-Martin y colaboradores reportaron que ratones hembra
alojados en ambientes enriquecidos sometidos a nado forzado muestran una
reduccion en el tiempo de inmovilidad en ésta tarea, asi como un incremento en el
nimero de células DCX'. No encontraron por otro lado un incremente en el
namero de células de 2 semanas de edad marcadas con BrdU, sin embargo los
autores reportan una correlacion negativa entre el nimero de células BrdU+,
DCX+ y la inmovilidad en la prueba de nado forzado (Llorens-Martin et al., 2007).
En este trabajo encontramos de igual manera una reduccion en el tiempo de
inmovilidad en los animales que fueron alojados en ambiente enriquecido, asi
como un aumento en el nimero de células CldU", IdU" y DCX". Llorens-Martin y
colaboradores sefalan que el incremento en la tasa de neurogénesis producido
por el alojamiento en ambiente enriquecido podria conferir a los animales
neuroproteccion en el desarrollo de la conducta de desesperanza en la tarea de
nado forzado. Ellos sefialan especificamente a las neuronas inmaduras como
posibles responsables de este proceso. En este sentido se ha reportado una
asociacion entre las disminucion de células inmaduras y la existencia de una
conducta de desesperanza en la prueba de nado forzado en animales con
alteracion de la tiroides (Montero-Pedrazuela et al., 2006). Adicionalmente, se ha
reportado que las nuevas neuronas del giro dentado ejercen una regulacién
negativa sobre el eje HPA. Estudios donde se elimina el proceso neurogénico en
roedores muestran un incremento en la respuesta de glucocorticoides después de
la exposicion a una situacion estresante (Schloesser et al., 2009; Snyder et al.,
2011). De manera interesante, nuestros resultados podrian sugerir de la misma
forma, que las nuevas neuronas especificamente las de menor madurez podrian
estar involucradas en el afrontamiento de una situacion estresante. Nuestros datos
reflejan que las nuevas células del giro dentado de roedores alojados en ambiente

enriqguecido que fueron sometidos a nado forzado muestran una mayor
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probabilidad de activacién en una edad de 3 semanas. Asi mismo se observé una
poblacion mas grande de células DCX+ que expresaron Arc en €ste grupo,
aunque dicho aumento en la poblacion no fue significativo.

Previamente se ha reportado que lesiones selectivas del giro dentado disminuyen
la respuesta de corticoesterona a un estresor (Johnson et al. 1980). Sin embargo,
de manera interesante en nuestro estudio la activacion de la poblacion general de
células granulares en el giro dentado en la exposicién al nado forzado en los
animales de ambiente enriquecido no reflej6 la disminucidon en el tiempo de
inmovilidad observado en estos animales. Dicha activacion en las células
granulares maduras podria estar asociada mas fuertemente a la codificacion del
contexto. El andlisis de las neuronas de 6 semanas de edad en nuestro trabajo
apoya esta hipotesis, ya que nuestros resultados sugieren que estas neuronas con
un nivel de maduracidbn mayor se activan preferencialmente en una tarea de
exploracion ambiental. En este sentido, las caracteristicas de las nuevas neuronas
son muy importantes ya que es en el periodo de inmadurez de las nuevas
neuronas cuando éstas muestras caracteristicas de mayor plasticidad (Aasebg et
al.,, 2011), lo que podria conferirles caracteristicas especificas para un
reclutamiento preferencial en tareas con componentes emocionales y un nivel
mayor de estrés como es el nado forzado. Por otro lado las nuevas neuronas en
un estado de maduracion mayor se verian involucradas en tarea que involucren

una codificacion de las pistas del ambiente y del contexto.
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CONCLUSIONES

La exposicion a dos ambientes de exploracion espacial, fueran los ambientes
iguales o diferentes, y la exposicibn a una situaciobn ambiental con un nivel
moderado de estrés en la prueba de nado forzado provocé un aumento
significativo en la activacion de las células granulares del giro dentado. Esto indica
el involucramiento de esta estructura en diferentes tareas conductuales con
componente cognitivos y emocionales. Se observé que la activacion en el giro
dentado se encuentra principalmente en el area dorsal en las diferentes
condiciones ambientales, sugiriendo que la expresion de Arc en la poblacion total
de células granulares podria estar mas asociada a la codificacion de componentes
cognitivos y de informacion espacial. La condicién de alojamiento en los roedores
sometidos a nado forzado no influyé de manera positiva en la activacion de las
células granulares. Sin embargo, se observdé una disminucion en el tiempo de
inmovilidad en la prueba de nado forzado en los roedores que fueron alojados en
ambiente enriquecido, asi como un aumento en el niumero de células de seis y tres
semanas de edad y en células en un estadio de maduracion menor que expresan
la proteina doblecortina (DCX). Lo anterior indica que las células de nueva
generacion podrian tener un papel diferente al de la poblacién de células
granulares maduras en el involucramiento del giro dentado en situaciones con un
nivel moderado de estrés. Aunado a esto, nuestros resultados sugieren que las
neuronas con una maduracion menor tienen mas probabilidad de ser activadas en
situaciones con componentes emocionales y de mayor exigencia para el animal,
en comparacion con las nuevas neuronas de mayor maduracién que se activan

principalmente en tarea con componentes cognitivos.
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