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“Este mensaje no es solamente para situaciones desesperadas,
también es para situaciones placenteras. No es sélo para cuando

te sientes derrotado, también lo es para cuando te sientas victorioso.
No es sélo para cuando eres el dltimo, sino también

para cuando eres el primero”.

El rey abri6 el anillo y leyo el mensaje... “esto también pasara”
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1. Abreviaturas
ANOVA: Andlisis de varianza
AVT: area tegmental ventral
C: categoria
CA: Cuerno de Amon
CCG: capa de células granulares
CE: corteza entorrinal
CM: capa molecular
CP: capa polimérfica
DA: dopamina
DAB: diaminobemzidina
DCx: Doblecortina
EA: Enriquecimiento ambiental
ECI: estrés crénico impredecible
GABA: acido gamma-aminobutirico
GD: Giro dentado
GFAP: proteina acida fibrilar glial
HD: hipocampo dorsal
HV: Hipocampo ventral
NCAM: molécula de adhesion celular
S: sesion
SC: solucion de citratos
SNC: sistema nervioso central
PSA-NCAM: molécula de adhesion celular neuronal polisializada
T: tiempo
VP: via perforante

ZSG: zona subgranular



2. Resumen

La exposicion a estimulos como el enriquecimiento ambiental (EA), y la actividad
fisica produce beneficios en roedores. Ademas, el EA promueve formacién de
nuevas neuronas en el giro dentado (GD) del hipocampo. La neurogénesis es un
proceso que involucra diferentes eventos celulares tales como: divisiébn de las
células madre, proliferaciéon de neuroblastos, migracion y sobrevivencia celular, asi
como la maduracién dendritica, elongacion axonal y la integracion de las neuronas
nuevas a circuitos neuronales existentes. Los cambios en la plasticidad cerebral
también estdn asociados a cambios en el comportamiento. Estos efectos se han
observado y estudiado durante la exposicion al EA, de manera inmediata a la
exposicion o en tiempos cortos. Sin embargo, se desconoce si dichos efectos logran
mantenerse en tiempos posteriores al cese del EA. Por ello, es importante investigar
la duracién de los efectos benéficos del EA sobre la plasticidad y sobre la prevencion
de conductas asociadas con la depresion y la ansiedad. En este trabajo se estudio
el efecto de la exposicion por un mes a un EA y posteriormente, se evaluaron
conductas asociadas con la ansiedad y con el proceso de aprendizaje y memoria
aversiva: 1) de manera inmediata al cese del EA, 2) al mes y 3) a los tres meses,
finalmente los sujetos fueron eutanizados por decapitacion para obtener su cerebro
y se realiz6 analisis de inmunohistoquimicas para evaluar el proceso neurogénico.
Los resultados indican que el EA mejoré el proceso de aprendizaje-memoria e
incrementd la neurogénesis hipocampal, hasta los tres meses. En conjunto, los
resultados indicaron que los efectos neurogénicos provenientes del EA persisten
por tiempos prolongados, favoreciendo el proceso de aprendizaje y memoria
aversiva.



3. Introduccién

3.1. Hipocampo, estructuray funcién.

El hipocampo forma parte del sistema limbico que comprende la corteza olfativa,
amigdala, area septal, cuerpos mamilares y los nucleos talamicos anteriores. El
hipocampo es una estructura subcortical, localizada en los primates en Iébulo
temporal medio, es una estructura compleja y de forma cilindrica organizada en
regiones: giro dentado (GD), cuerno de Amon 1, 2,y 3 (CA3, CA2y CAl) (Amaral y
Witter 2007)

El GD cuenta con tres capas principales, la capa molecular (CM) en la cual se
encuentran las dendritas de las células granulares y la ocupada por las fibras que
de ahi proyectan. La CM cuenta con un pequefio grupo de interneuronas, mientras
gue la capa de células granulares (CCG) esta constituida por grandes cumulos de
somas de células granulares (Amaral y Witter 2007). La capa polimorfica (CP) esta
formada principalmente por células de canasta que son un tipo de interneuronas
inhibidoras (Ribak et al., 1986) inmuno-reactivas para los marcadores de neuronas

GABAérgicas y hacen sinapsis simétricas (Soriano et al., 1989)

El GD dentro de la formacion hipocampica presenta una estructura en forma de “C”,

y en los ratones corre rostralmente al nucleo septal y caudalmente a la corteza
temporal; de tal modo que la longitud de éste eje se llama septo-temporal, al eje en
un angulo recto respecto al eje septo-temporal se conoce comunmente como eje
transversal. El GD por si solo tiene una estructura relativamente similar en la
totalidad del eje septo-temporal de la formacién hipocampica. Sin embargo, éste
tiene forma de “V” en el polo septal, mientras que en el polo temporal adopta forma
de “U” (Figura 1) (Amaral y Witter 2007).



Fig. 1. Eje septo-temporal. La imagen de la izquierda muestra un corte transversal de la region
septal (dorsal) del hipocampo con forma de “V”, mientras que en la de la derecha se muestra un
corte transversal en la regién temporal (ventral) donde el GD adopta forma de “U”. Tomada vy
modificada de Amaral y Witter 2007

La organizacion funcional basica en el hipocampo consiste en un circuito trisinaptico
en el cual las sinapsis son principalmente excitadoras. Este circuito empieza en las
fibras perforantes derivadas de la corteza entorrinal conectando con las células
granulares del (GD), la siguiente proveniente de los axones de éstas células por un
tracto llamado fibras musgosas formando sinapsis con las células piramidales de
CA3, finalmente, los axones de CA3 forman las colaterales de Schaffer conectando
sindpticamente con las células de CA1l, las cuales proyectan nuevamente a la
corteza entorrinal de manera directa e indirecta través del subiculum, cerrando el

circuito trisinaptico (Amaral et al., 1989; Cooper et al., 2002.)

El GD recibe pocas aferencias subcorticales, la mayor cantidad de proyecciones
proviene de nucleos septales (Amaral et al., 1985; Kjelstrup et al., 2002). Las fibras
septales inervan principalmente de la capa polimérfica, particularmente en una
estrecha regidon subyacente a la capa de células granulares; estas proyecciones

estan ampliamente distribuidas a través de la CM.

Mientras que la mayoria de las aferencias que tiene el GD provienen de la corteza
entorrinal a través de la via perforante (Ramén, 1893; Dias et al., 2012). Un

porcentaje menor viene de las capas V y VI de la corteza entorrinal (Steward et al.,
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1976; Deller et al., 1996; Kjelstrup et al., 2002). Por otra parte, las fibras de la via
perforante se originan en el area lateral de la corteza entorrinal y terminando en la
CM, mientras que las que se originan en la capa medial entorrinal, termina en la
mitad de la CM (Figura 2).

i Medial Lateral

Colateral de Schaffer CA1

Fimbria _.

\ \
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|
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/
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(circunvolucion dentada)
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Fig. 2. Esquema de los circuitos del hipocampo. Los axones de las neuronas de la capa |l de la
corteza entorrinal (CE) proyectan hacia el GD a través de la via perforante (VP) al GD que envia sus
proyecciones por las fibras musgosas a CA3, sus neuronas piramidales envian sus proyecciones a
través de las colaterales de Schaffer a CAl. A su vez las células de CAL1 envian sus proyecciones a

las neuronas de la corteza entorrinal. Tomado de Tresguerre, 2010.

El GD también recibe entradas del locus coeruleus, las fibras noradrenérgicas
terminan principalmente en la capa polimorfica del GD y se extienden dentro de la
region de CA3. De igual manera recibe proyecciones serotoninérgicas provenientes
de los ndcleos de rafé, que terminan de manera mas pronunciada en la capa

polimérfica (Kjelstrup et al., 2002).
Las funciones del hipocampo dentro del sistema limbico son principalmente tres:

1. Memoria: el complejo poli sinaptico se encarga de consolidarla memoria,
evidencias tanto experimentales como en pacientes con dafios en la
formacion del hipocampo indican que esta region estd implicada en la
formacion y consolidacion de memorias explicitas (Scoville et al., 2000;

Mishkin et al., 1997; Dias et al., 2012), es decir, de la formacién de memorias



a largo plazo (Milner et al., 1998). Esa informacion se transfiere después a la
neocorteza, donde se almacena. La consolidacion de la memoria parece
producirse por un proceso de potenciacion a largo plazo (long-term
potentiation, LTP, por sus siglas en inglés). Las funciones del hipocampo
estdn dadas por diferencias a lo largo de su eje septo-temporal. Asi, el
hipocampo dorsal (HD) esta mas involucrado en tareas de memoria espacial
y aprendizaje asociativo (Tanti et al., 2012), para su posible estudio se
ocupan los modelos basados en los estudios de B. F. Skinner, quién
desarrollé6 un modelo de aprendizaje basado en conductas condicionadas y
paradigmas en los que se incluyen procedimientos de reforzamiento o
castigo. Mientras que el hipocampo ventral (HV) estd mas relacionado con

conductas emocionales (Kjelstrup et al., 2002; Tanti et al., 2012).

Motivacién: en el sistema nervioso central (SNC) se ha sefalado a la
dopamina (DA) como el principal neurotransmisor de la motivacion. Las vias
por las cuales se lleva a cabo principalmente la distribuciéon de DA en el
encéfalo son cuatro: 1) la nigroestriatal, que se origina en la sustancia nigra
y proyecta hacia el estriado (nucleo caudado y putamen) participando en el
control de los movimientos, 2) la mesocortical que va del area ventral
tegmental (AVT) a la corteza y que esta implicada en procesos cognitivos, 3)
la tuberoinfundibular que va desde las neuronas del ndcleo arcuato en el
hipotalamo hasta la glandula hipofisaria, regulando la liberacion de ciertas
hormonas, y por ultimo 4) la via mesolimbica que va desde la AVT hacia el
ndcleo accumbens formando asi la via de recompensa (Carlson, 2015),
(Figura 3).

Diversos estudios sobre adicciones y toma de decisiones han reportado que
la via meso-limbica es clave para que ocurran estas conductas asociadas
con adicciones. La descripcion de Solomon et al. (1974) se sefiala que la
motivacion, en especial sus aplicaciones en las conductas adictivas estaban
dada por conductas hedonicas, afectivas y emocionales, que ocurrian dentro
del SNC (Solomon et al., 1974; Edelmann et al., 2018), dicha teoria sigue



siendo la base de las investigaciones que se enfocan en las conductas

adictivas.

Hipocampo
Habénula

Hipdfisis

Fig. 3. Esquema de las vias dopaminérgicas. Las vias de distribucién de la DA en el cerebro

de rata. Tomado de Fuster, 2000.

3. Conductuales: Comprende una especie de “switch” emocional que involucra
conexiones con la amigdala. Ademas, su lesiébn o estimulacion se ha
relacionado con conductas de defensa, ataque y furia, ambas forman parte
del sistema emocional, que engloba areas del encéfalo relacionadas con la
emocion y las vias que las interconectan. Por ende se asocia con conductas

ansiosas o depresivas (Edelmann et al., 2018)
3.2. Neuroplasticidad

La Organizacion Mundial de la Salud (1982) define el término neuroplasticidad como
la capacidad de las células del sistema nervioso para regenerarse anatomica y
funcionalmente, después de estar sujetas a influencias patoldgicas, ambientales o

del desarrollo, incluyendo traumatismos y enfermedades

A nivel neuronal los cambios estructurales pueden ser visualizados a través de un
incremento del arbol dendritico y del nUmero de espinas dendriticas, que facilitan y
fortalecen los contactos sinapticos y en consecuencia la comunicacion entre las

neuronas (Fortin et al.,, 2002). El aprendizaje puede considerarse como una
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modificacion estructural y funcional del sistema nervioso que da como resultado un
cambio en la conducta relativamente permanente (Knierim, 2015). Como se ha
mencionado el hipocampo es crucial para la formacion de la memoria, en este sitio
ocurre la generacién de nuevas células, a este fendbmeno se le conoce como

neurogénesis y es considerado parte de la neuroplasticidad (Knierim, 2015).
3.3. Proceso neurogénico

El estudio de la generacién de neuronas en el cerebro adulto tiene sus inicios en los
trabajos del doctor Joseph Altman. En esos trabajos se reporté la presencia de
células que incorporaron timidina tritiada en el GD del hipocampo adulto de roedores
(Altman, 1965; Baptista et al., 2018).

El proceso de neurogénesis incluye diferentes eventos que son:

1. Proliferacién asimétrica de las células troncales o tipo 1. Estas células
troncales con caracteristicas de la glia radial (Kempermann et al., 2004;
Duan et al., 2015), tienen filamentos intermedios como la nestina y la
proteina acida fibrilar glial, (GFAP, por sus siglas en inglés). Durante su
division dan origen a una célula tipo 1 y a una célula tipo 2. La morfologia
de estas células se caracteriza por tener una proyeccion radial hacia la
CMy el soma localizado en la zona subgranular. También, es parecida
alas células de la glia, con un citoplasma triangular, alargado o anguloso
gue alcanza la capa de células granulares. (Kempermann et al., 2004).
Ademas, tienen la capacidad de autor renovacién. (Figura 4). Hallazgos
como los de Song H. et al. (2002), demostraron que los astrocitos
adultos del hipocampo son capaces de regular la neurogénesis al
distinguir a las células madre para que adopten un destino neuronal,
regulan la formacion de sinapsis y la transmision sinaptica, lo cual
refuerza que los astrocitos tienen un papel regulador activo, mas que
meramente un papel de apoyo tradicionalmente asignados a ellos en el

SNC maduro (Kempermann et al., 2014).
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Capa Granular

A\ 4

I Capa Subgranular

Fig. 4. Esquema de glia radial. Organizacién y tipos celulares en la zona subgranular (ZSG).
Esquema de una seccidn coronal del cerebro de raton adulto en donde se muestra el GD y los tipos
celulares en la ZSG. Las células azules corresponden con los astrocitos tipo I, que al dividirse dan
lugar a las células progenitoras D (verdes) y que maduran dando lugar a nuevas células granulares
G (rojas). Tomado de Carrion, 2007.

2. Proliferacion simétrica de las células progenitoras tipo 2. Estas células
forman a la poblacion de rapida amplificacion y se caracterizan de expresar
la proteina GFAP y el factor de transcripcion asociado a multipotencia
Sox2. La morfologia de estas células se caracteriza por proyecciones
cortas y alineadas de manera horizontal a la capa granular del GD.
Ademas, expresan de manera temporal diferentes marcadores proteicos
gue permiten hacer una subclasificacion en células 2a (que expresan GFAP
y Sox2) y en células 2b que expresan a la proteina doblecortina y al factor
de transcripcion NeuroD (Kempermann et al., 2004). De tal modo que las
células tipo 2b dan origen a las células tipo 3 o neuroblastos (Kempermann
et al., 2004). Estas células muestran caracteristicas de células progenitoras
ya que algunas de ellas co-expresan Ki-67 (un marcador de proliferacion
celular) y por lo tanto son capaces de dividirse (Esposito et al., 2005;
Cimadamore et al., 2013). Por ultimo, el tipo celular 3, el cual expresa
doblecortina y NeuN. Los tres tipos celulares expresan la proteina
polisializada de NCAM (PSA-NCAM) (Kim et al., 2014) (Figura 5).
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3. Generacion de neuronas inmaduras. Las células tipo 3 se caracterizan por
expresar a la proteina doblecortina, que se asocia a los microtabulos (Plumpe
et al., 2006). Estas células pueden permanecer como neuroblastos o bien,
salir del ciclo celular para dar origen a las neuronas inmaduras que expresan
la proteina doblecortina en sus arboles dendriticos y en las fibras musgosas
gue proyectan hacia CA3 (Knierim et al., 2015). Posteriormente, las células
de nueva generacion expresan a la proteina calretinina y contindan con su
fase de maduracion (Kempermann et al., 2004; Brandt et al., 2003). Las
primeras conexiones con CA3 ocurren dentro de los primeros 4-10 dias
después del nacimiento de una nueva célula (Markakis et al., 1999), durante
las cuales estas nuevas células empiezan a recibir aferencias GABAérgicas
y no glutamatérgicas (Esposito et al., 2005; Overstreet et al., 2005; Ge et al.,
2006) por lo que el neurotransmisor GABA juega un papel crucial para el

desarrollo dendritico de estas células.

4. Maduracion neuronal. En este punto las neuronas de nueva generacion
adquieren un fenotipo maduro y expresan a la proteina calbindina
(Kempermann, 2012). Esta proteina se localiza en las fibras musgosas y en
la capa granular. Ademas, las neuronas maduras presentan caracteristicas
electrofisioldgicas presentes en las células granulares del GD. La Calbindina
se expresa en todas las neuronas maduras del GD, en la mayoria de las
neuronas piramidales de CA1 y CA2 y se usa como marcador de la ultima
etapa de la neurogénesis adulta, para marcar neuronas granulares maduras
(Rami et al., 1987; Eriksson et al., 1998; Liu et al., 1998; Nilsson et al., 1999;
Dominguez et al., 2003), pero no junto a PSA-NCAM (Dominguez et al., 2003)
ni junto a calretinina que marcaba también neuronas postmitéticas inmaduras
(Nacher, et al., 2002; Brandt et al., 2003) (Figura 5).

El proceso descrito anteriormente sugiere que conforme ocurre la replicacion,

migracion y diferenciacion las nuevas neuronas se van incorporando al lugar que

ocupara permanentemente y que durante este proceso existe una expresion

transitoria de proteinas que sirven como marcadores de cada etapa del proceso

(Kempermann, 2012).

13



CM

CCG
ZSG
] Tipo 1

Hilus
Tipo|l Tipo Il Tipo Il CG Inmaduras CG Maduras
Nestin  Nestin DCX DCX Calbindin
Sox2 DCX PSA-NCAM NeuN NeuN
GFAP PSA-NCAM Prox1 PSA-NCAM NeuroD
BLBP Prox1 NeuroD Prox1 Prox1

NeuroD NeuroD
Calretinin

Fig. 5. Linajes celulares encontrados en laZSG del GD en el hipocampo. Los astrocitos radiales
(células tipo 1) son considerados las células madre neurales de esta region, las cuales dan origen a
precursores neuronales (células tipo Il) que migran hacia las capas superiores, donde se diferencian
en neuronas maduras (granulares posnatales). Este proceso dura aproximadamente 28 dias y
durante el transcurso del mismo los progenitores subgranulares expresan diferentes marcadores

moleculares que permiten realizar su tipificacion. Tomada y modificada de Kempermann, 2012
3.4. Enriquecimiento ambiental

El EA se refiere a las condiciones de la vivienda, ya sea jaulas domésticas o cajas
exploratorias, que facilitan la estimulacion sensorial, cognitiva y motora mejorada en
relacion con las condiciones estandar de vivienda. Las condiciones estandar de la
vivienda a menudo varian entre laboratorios (Fernandes et al., 2014) y generalmente
la vivienda estandar esta constituida por un grupo de animales del mismo sexo sin

ningun otro estimulo (Nithianantharajah et al., 2006).

En cambio, el EA se establece colocando a un grupo de roedores (n = 8) en una
caja que contiene objetos de diferentes formas, texturas y tamarfos (Birch et al.,
2013; Nilsson et al., 1999; Fernandes et al., 2014). El EA es un paradigma que
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provee oportunidades constantes de exploracion, interaccion y desafios cognitivos

(Kempermann et al., 1997; Nithianantharajah et al., 2006).
3.5. Enriquecimiento ambiental y neurogénesis

El término “enriquecimiento ambiental” como un proceso experimental fue
propuesto por Hebb (1947). Uno de los primeros trabajos que reportan los beneficios
del EA sobre la generacion de neuronas en el GD del hipocampo fue publicado por
Kempermann et al. (1997). En ese trabajo se describe que la exposicion al EA
demuestra que la neurogénesis incrementa cuando los animales se someten a un
paradigma de EA. También han seguido resaltando el papel del EA sobre la
plasticidad, encontrando que la exposicibn a un entorno enriquecido provoca
cambios estructurales como son la arborizacion dendritica, gliogénesis,
neurogeénesis y en el comportamiento como un aprendizaje mejorado (Praag et al.,
1999). Estudios posteriores postulan al EA como un modulador de la neurogénesis

adulta (Kempermann et al., 1997; kempermann et al., 2018).

En roedores, el ejercicio voluntario incrementa la proliferacion, asi como las etapas
mitéticas y pos mitéticas este Ultimo en relacion a las nuevas neuronas en el GD
(Bonenfant et al., 2014). Ademas, el ejercicio voluntario favorece la eficacia
sinaptica en neuronas del GD y mejora el aprendizaje espacial de los roedores en
el laberinto acuatico de Morris (Liu et al., 2011; O’Callaghan et al., 2007; Bettio et
al., 2017). Especificamente, se sabe que el ejercicio voluntario en una rueda para
correr mejora la supervivencia de las neuronas recién nacidas en la circunvolucion
dentada, ademas de aumentar la potenciacion del GD a largo plazo para la
consolidacion de la memoria (Praag et al., 1999). Mientras que el enriquecimiento
dado por los tuneles aumenta la ramificacion dendritica y la sinaptogénesis en la
corteza y el hipocampo, también aumenta las pendientes de potencial postsinaptico
excitador en la circunvolucién dentada. Ambas condiciones mejoran el aprendizaje
y la memoria (Praag et al., 2000), por lo que se ha considerado al ejercicio como
una forma de aumentar la cantidad de nuevas neuronas en el GD. Estos resultados
sugieren que la mejora en el aprendizaje debido al ejercicio se debe en parte a la

induccion de neurogénesis en el hipocampo.
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3.6. Enriquecimiento ambiental y duracion de los efectos

Hasta el momento se han descrito una gran cantidad de beneficios que tiene el EA
sobre la conducta y en los cambios que induce sobre la plasticidad cerebral, pero la
literatura refiere pocos trabajos que hablen sobre la durabilidad que pueden llegar

a tener estos efectos.

Entre los pocos trabajos que han analizado la persistencia de los efectos del EA
sobre la neurogénesis se encuentra el publicado por Kempermann et al. (1997). En
ese estudio se encontrd6 que la persistencia del aumento en la neurogénesis
después de cuatro semanas de que los roedores fueron expuestos al EA
(Kempermann et al., 1997). Ademas, en un estudio de nuestro grupo se encontré
(Vega et al., 2016) que la pre-exposicion de los roedores de la cepa Balb/C a un EA
por cinco semanas generd resistencia ante los efectos de la exposicibn a un
protocolo de estrés crénico impredecible (ECI) durante cuatro semanas. Entre los
cambios a nivel estructural que se mantuvieron por la exposicion al EA, aun después
del ECI, fueron un mayor niumero de células positivas a la proteina doblecortina, asi
como el mantenimiento en la complejidad del arbol dendritico (Volkmar et al., 1972).
De tal modo que este estudio ha sugerido que los efectos del EA pueden persistir

hasta un mes después del cese de éste.
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4. JUSTIFICACION

El EA promueve beneficios conductuales e induce cambios en la plasticidad
cerebral. Entres los cambios plasticos se encuentra la generacion de neuronas en
el GD del hipocampo. Estas neuronas han sido asociadas con un mejoramiento
cognitivo y con las conductas asociadas a trastornos afectivos. Ademas, este
paradigma genera modificaciones en la expresion de factores de crecimiento y
neurotrofinas a nivel periférico y central. Respecto a la generacion de neuronas, el
EA impacta los diferentes eventos del proceso tanto en condiciones fisiologicas

como en modelos experimentales de algunas enfermedades neuropsiquiatricas.

A la fecha existen pocos trabajos que hayan reportado los efectos a largo plazo del
EA sobre el proceso neurogénico y conductual. Entre los trabajos que existen se ha
descrito que el incremento en la proliferacién celular en ratones hembra de la cepa
C57BI/6 persisten después de tres meses que ceso el alojamiento en EA sin
impactar en el proceso de aprendizaje y memoria (Kempermann et al., 1997). Por
otra parte, un estudio de nuestro grupo reportd que los efectos del EA sobre la
neurogénesis persistieron durante cuatro semanas en los que ratonas hembras de

la cepa Balb/C que fueron expuestas a un modelo de ECI (Vega et al., 2016).

A pesar del gran numero de estudios relacionados con el EA, a la fecha no se
conocen los efectos a largo plazo del EA sobre tres aspectos que son: 1) la
neurogénesis, 2) conductas asociadas con la ansiedad y 3) con el proceso de
aprendizaje y memoria en ratones macho de la cepa Balb/C. De tal modo que en
este trabajo se exploraron los efectos del EA sobre los 3 puntos anteriores en tres
diferentes tiempos: 1) inmediatamente después de terminar un mes del EA, 2) al

mes y 3) al tercer mes de que el alojamiento en EA termind.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Investigar la persistencia de los efectos del EA sobre la neurogénesis del GD del
hipocampo, asi como sobre conductas asociadas con la ansiedad y con el proceso

de aprendizaje y memoria

5.2. Objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto inmediato, al mes y a los tres meses después de la
exposicién por un mes del EA sobre la neurogénesis en el GD del
hipocampo de ratones de la cepa Balb/c.

2. Estudiar el efecto inmediato, al mes y a los tres meses después de la
exposicion por un mes del EA sobre el aprendizaje y la memoria de
tipo aversivo en ratones de la cepa Balb/c, empleando la tarea de
evitacion pasiva

3. Estudiar el efecto inmediato, al mes y a los tres meses después de la
exposicion por un mes del EA sobre las conductas asociadas a

ansiedad de ratones de la cepa Balb/c

6. Hipotesis

H1. La neurogénesis en el giro dentado de ratones macho de la cepa Balb/C
aumentara de forma inmediata, al mes y a los tres meses posteriores a la

exposicién por un mes al ambiente enriquecido.

H2. El aprendizaje y memoria de tipo aversivo de ratones macho de la cepa Balb/C
aumentara de forma inmediata, al mes y a los tres meses posteriores a la

exposicion por un mes al ambiente enriquecido.

H3. Las conductas asociadas a ansiedad en ratones macho de la cepa Balb/C
disminuiran de forma inmediata, al mes y a los tres meses posteriores a la

exposicion por un mes al ambiente enriquecido.
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7. Metodologia
7.1. Animales

Se utilizaron 42 ratones macho de la cepa Balb/C. Estos ratones se alojaron en
condiciones de temperatura controlada y con un ciclo luz-oscuridad (12/12) en el
bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramén de la Fuente Muniz". Los
ratones tuvieron acceso libre a comida y agua. Una vez que llegaron a la edad de
ocho semanas los ratones fueron asignados a 1) Grupo Control (Ctrl.) y 2) el grupo
experimental con exposicion a EA. A partir de estos dos grandes grupos de veintidn
animales en cada condicién, los sujetos de cada grupo fueron distribuidos en tres
grupos diferentes con una n de 7 sujetos cada uno de estos grupos. El primer grupo
fue sacrificado inmediatamente después de la exposicion al EA (tiempo 1, T1), el
segundo que se sacrificé al mes del cese del EA (tiempo 2, T2) y el ultimo que fue
sacrificado tres meses después de la exposicion al EA (tiempo 3, T3). Antes de ser
sacrificados todos los animales, fueron expuestos a la bateria de pruebas
conductuales. La siguiente figura (Figura 6) muestra el curso temporal de los

procedimientos experimentales.

Sacrificio Sacrificio Sacrificlo
(O EA TH (Cot, EAT2) (Cul. EATS)

I I |llll Illll I I|ll|

I I T Tl I ™
1,234 1234 1234

1° Mes 2 Mes 3" Mes
I | Alojamiento estandar / EA Alojamiento estindar >
! {1 mes)

1: Rotarod

2: Campo abeerto

3: Laberinto elevado en cruz
4; Evitacion pasiva

= achimatacion

Figura 6: Linea del tiempo de los procedimientos experimentales.
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7.2. Condiciones de alojamiento

Grupos control: los ratones se alojaron en condiciones estandar en una caja de
43.5x30.5x20 cm., con siete ratones en cada caja y con cama de aserrin durante
todo el periodo experimental. Grupos EA: los ratones fueron alojados en una caja
de 43.5x30.5x20 cm. y con una cama de aserrin. El ambiente enriquecido se modelo
con una rueda fija para ejercicio voluntario, dos bolas de papel y tres tineles de
diferente tamafio con textura rugosa. La novedad en el EA se mantuvo al
reorganizar el acomodo de los tuneles cada tercer dia. Una vez que se completo el
mes de EA, se procedid a retirar. Posteriormente, se aplicaron las pruebas

conductuales en los T establecidos (Figura 6).
7.3. Pruebas Conductuales

La bateria de pruebas conductuales incluy6 el Rotarod, exposicion al campo abierto,

al laberinto elevado en cruz y finalmente a la evitacion pasiva.

Rotarod: es una prueba de rendimiento basada en un cilindro giratorio con actividad
motora forzada. La prueba mide parametros como el tiempo de conduccién o la
resistencia. Los ratones se colocaron en los compartimentos del rotarod Stoelting
(Figura 7). El equipo hace una aceleracion continua de las revoluciones por minuto,
por lo que mientras mas tiempo pasaban en el cilindro, estd gira con mayor
velocidad hasta que el ratdn caiga y es ahi donde se detiene la prueba; se expuso
dos veces a la prueba, la primera como una fase de habituacion y la segunda como
la prueba. El parametro que se evaluo fue el tiempo de permanencia en el cilindro

durante su rotacion.
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Figura 7: Rotarod

Campo abierto: esta prueba se ocupd con la finalidad de evaluar conductas
ansiosas, pues se provoca un comportamiento ansioso al colocar a un sujeto solo
en un espacio abierto (agorafobia) y nuevo sin la posibilidad de escapar. Los ratones
se colocaron en una caja de 43.5x30.5x20 cm. (Figura 8). El comportamiento de los
roedores se grabé con un video camara (SONY) durante cinco minutos. Los
parametros que se evaluaron fueron el nimero de cruces por el centro, asi como el
tiempo que pasaba en la periferia y en el centro; el animal se coloca en una esquina

y posteriormente se hace la grabacion durante 5 minutos.
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Figura 8: Campo abierto

Laberinto elevado en cruz: con el fin de evaluar conductas asociadas a rasgos de
ansiedad. El laberinto estd conformado por dos brazos abiertos uno frente al otro
de 50 cm de largo x 10 cm de ancho, son dos brazos laterales conectados por un
centro, con otros dos brazos cerrados del mismo tamaiio, con paredes lisas y sin
techo, elevado a 50 cm del suelo (Figura 9). Los ratones fueron colocados en el
centro del laberinto con orientacidén de la cabeza del raton hacia algin brazo
abierto, y se toma un video de 5 minutos. Las conductas que se midieron con esta

prueba fueron: frecuencia de entrada en brazos abiertos, asi como el tiempo que
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permanece ahi y las mismas medidas para los brazos cerrados

50 cm 50 cm

40 cm
. \~
o

50cm

Figura 9: Laberinto elevado en cruz

Evitaciéon pasiva: esta prueba se realiz6 empleando un sistema de evitacion a través
de un equipo GEMINI™ (Stoelting) (Figura 10), que oper6é con un programa de
registro de parametros fijos. Esta prueba se empleo para evaluar el aprendizaje y la

memoria aversiva. Las fases que se realizaron fueron:

1) En la primera sesién se expone a los animales de manera individual al aparato,
colocandolos en primera instancia en el apartado que tiene exposicion constante a
la luz, una vez colocado al raton en la caja, ésta se cierra para dar por iniciada la
prueba. La prueba tiene una duraciéon de 200 segundos en los que el animal tenia
la opcion de desplazarse al apartado que no contiene luz y ser detectado por los
sensores tactiles de la caja, en cuyo caso recibié una descarga de 2.0mA durante
200sec. Esta fase acabo una vez pasados los 200 segundos o el choque en las

patas.

2) La siguiente fase se realiz6 media hora después de la sesion anterior, se volvid

a colocar al animal en el apartado donde esta expuesto a luz, al cerrar la puerta la
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sesion inicia, cuando el ratén cruza al apartado sin luz se acaba la prueba (no hay
choque). La prueba acaba una vez pasados los 200 segundos o cruzado a la caja

sin luz.

3) La ultima sesion se realiz6 24 horas después de la primera, en esta se coloca al
raton en el apartado con luz donde inicia la prueba, y acaba cuando esté cruza al

apartado sin luz (sin choque) o una vez pasados los 200 segundos.

Figura 10: Sistema de evitacién conductual GEMINI™

Andlisis en el programa AnyMaze: Las pruebas conductuales que fueron analizadas
con el programa Any-maze (Stoelting) son la de campo abierto, para obtener
parametros de interés como el tiempo y entradas en la periferia, asi como los cruces
y tiempo en el centro para cada uno de los grupos; y el laberinto elevado en cruz,
que se programo para reportar el tiempo y entradas, ya sea en los brazos abiertos
y alos brazos cerrados. Para los andlisis utilizando el Any-maze se abrian los videos
en el programa, seguido de un trazado de las areas, para el campo abierto (las
delimitaciones de periferia y centro) y del laberinto elevado en cruz especificando y
delimitando cuales son los brazos abiertos y cuales los cerrados. El programa
cuenta con criterios estandar para las variables que se le solicitan, en el caso de las
entradas a algunas de las areas de interés en los aparatos, el criterio para el
programa es minimo estén ¥ partes del cuerpo del ratén y con la cabeza orientada

hacia esa area, y el parametro del tiempo de permanencia en algin area empieza
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a contar en cuanto el raton entra, termina cuando sale y se sigue contando el tiempo

si vuelve a entrar al area, los datos los reporta en segundos.
7.4. Sacrificio

Al finalizar las pruebas conductuales, los ratones fueron sacrificados por
decapitacion. Los cerebros fueron colocados en una solucion de para-formaldehido
al 4% y posteriormente a los siete dias éstos fueron transferidos a una solucion de
sacarosa al 30%. Los cerebros fueron seccionados en un microtomo Leica SM
2010R para realizar cortes coronales para obtener HD y cortes transversales para
obtener HV de 40 micras de espesor del mismo cerebro (Figura 11). Los cortes
fueron colocados en placas de 96 pozos que contenia solucién crioprotectora (25%
de glicerol y 25% de etilenglicol) y se almacenaron a 4°C.

Figura 11: Nuevo método de seccionamiento. (a) El hipocampo de roedor en forma de J (verde). (b)
Para obtener secciones para el HV, el cerebro fue congelado en el soporte en el lado dorsal y luego
seccionado a 40 ym a lo largo del plano axial desde el lado ventral del cerebro hacia el dorso
produciendo secciones de DG ventrales uniformes. (c) Al llegar al comienzo del tercer ventriculo
marcando la seccién media de la GD el espécimen se separa. (d) reorienta y une por su lado caudal

para seccionar el HD a lo largo de la corona plano. Tomado de Egeland et al., 2017.

7.5. Inmunohistoquimica
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Un marcador clasico de la neurogénesis es la proteina doblecortina. Los cortes
cerebrales fueron procesados para identificar esta proteina. A partir de los cortes se
tomo una columna de la placa de 96 pozos que dieron como resultado 6-8 cortes
con HD y 6-8 cortes con HV. Los cortes fueron tratados con una solucién
amortiguadora de citratos (SC) a un pH 6.0 durante 30 minutos a 96°C.
Posteriormente, se hicieron dos lavados con SC frio durante 10 minutos cada uno,
seguido de la incubacién en una solucién de bloqueo y permeabilizacién compuesta
por suero de cabra al 3% y triton al 0.01%. Entonces el tejido se incubo con el
anticuerpo primario de conejo anti-doblecortina (DCX; 1:1000, Abcam) durante una
noche a 4°C. Al dia siguiente se hicieron tres lavados con una solucion
amortiguradora de tris pH 7.4y se agrego el anticuerpo secundario biotinilado anti-
conejo hecho en cabra (1:250). Dos horas después el tejido se incub6 con el
complejo AB (Vector) y finalmente la reaccion antigeno anticuerpo se reveld con
diaminobencidina. Los cortes fueron montados con el medio neomount y se dejaron

secar para realizar la cuantificacion de las células positivas a doblecortina.
7.6. Cuantificacion celular y categorias de células positivas a doblecortina.

Las células positivas para DCX se contaron en todo la extension rostro-caudal de
del GD del hipocampo utilizando un objetivo 40x en un microscopio con camara
DM500 de Leica (Leica, Buffalo Grove, IL, EE. UU.). El numero total estimado de
células marcadas que se localizaron en el GD se calcul6 a partir de los nUmeros

resultantes estimados multiplicados por 12.

Para la cuantificacidon de las categorias se tomo base en la morfologia dendritica en
tres categorias: (C1) células sin y con dendritas mas cortas que el tamafio soma,
(C2) ceélulas con dendritas mas grandes que el tamafio somay (C3) células con una
apariencia mas madura que muestra una dendrita primaria con al menos un punto

de ramificacion que alcanza la CM (Figura 12).
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Figura 12: Categorizacién de la morfologia dendritica.Tomado y modificado de Plimpe et al., 2006.
7.7. Andlisis estadistico

Para la prueba de rotarod se registré la variable de tiempo de permanencia en el
cilindro, las dos veces que se retd a la prueba en los grupos EA y controles. En la
prueba de campo abierto se registraron las variables de tiempo y entradas en la
periferia, asi como los cruces y tiempo en el centro para cada uno de los grupos. En
el laberinto elevado en cruz se registraron las variables de tiempo y entradas, ya
sea en los brazos abiertos y a los brazos cerrados. Finalmente para la prueba de
evitacion pasiva se reporto la latencia de los roedores para cruzar a la caja sin luz y
se reportan las tres sesiones para cada grupo. En las inmunihistoquimicas se
muestran el numero total de células positivas al marcador DCx reportandose
primero el numero total (sin diferenciar la region) y después el nimero de células en
cada region (ventral y dorsal) para cada grupo; para las categorias se reportan en
porcentaje de células que corresponden a cada categoria de cada grupo, primero

se reportaron el porcentaje total y posteriormente el porcentaje por regiones.
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Los datos obtenidos se representan usando la media * el error estadndar, ocupando
como prueba de normalidad Shapiro-Wilk, y como prueba de homogeneidad de
varianzas la de Levene, las comparaciones se hicieron con las pruebas t Student o
Anova de 2 vias con su respectiva prueba pos-hoc de Student Newman Keuls. Se
ocuparon los programas estadisticos de Sigma Plot versiéon 10.0 y Graph Path Prism
6.

8. RESULTADOS

8.1. Rotarod

Se realiz6é un Anova de dos vias para comparar el tiempo de permanencia en el
cilindro de los animales en las dos veces que se retaron a la prueba, encontrando
gue para el T1 se observo un incremento en el tiempo de permanencia en el cilindro
del Rotarod en los ratones expuestos al EA contra sus controles en las dos veces
gue se reto al animal a la prueba, siendo que la diferencia significativa principal esta
dada por la exposicion al EA, y no tanto por las veces que se retd (Figura 13a)
(ANOVA de dos vias, alojamiento F1,27=19.28, p<0.01, reto F127=53.719, p<0.05).
De igual manera para el T2 donde se sigue observando un incremento significativo
en la permanencia de los ratones en el cilindro por parte de los ratones expuestos
al EA comparado con sus controles en ambos retos siendo que la diferencia
principal estd dada por la exposicion al EA (Figura 13b) (ANOVA de dos vias,
alojamiento F1,27=9.28, p<0.01, reto F1,27=43.819, p<0.05). Para el T3 se observa un
incremento significativo en los ratones expuestos al EA contra sus controles en
ambos retos y la diferencia principal esta dada por la exposicién al EA (Figura 13)
(ANOVA de dos vias, alojamiento F127=231.458, p<0.01, sesion F1,27=80.626,
p<0.05)
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Fig. 13. Rotarod. Tiempo en segundos que los animales tardan en caerse del rodillo del Rotarod en
ambos retos a los que se les expusieron. En el panel a se presentan los grupos (n=7 para los
controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T1; en el panel b se
presentan los grupos (n=7 para los controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras
negras) del T2 y en el panel c se presentan los grupos (n=7 para los controles en las barras blancas
y n=7 para los EA en las barras negras) del T3. ** p<0.01 y ***p<0.001 ANOVA dos vias seguida de
una prueba pos hoc Student Newman Keuls.

8.2. Campo abierto

Se aplicé una prueba t-Student para comparar la media de cada uno de los grupos
con EA contra sus respectivos controles de los tiempos de sacrificio establecidos,
en diferentes parametros, como son los cruces y tiempo que pasa en la periferia, de
igual manera para la zona del centro de la caja. Lo que se observo al analizar esta
prueba en los ratones de T1 fue que los grupos con EA no hubo diferencias
significativas en ninguno de los parametros tomados en cuenta (Figura 14a, 14a.1,
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14d, 14d.1) pero con tendencia a pasar mas tiempo en el centro (Figura 14d.1)
comparado contra su control (t-Student). Al analizar esta prueba en los ratones de
T2 es similar alos del T1, en el que los grupos con EA tampoco mostraba diferencias
significativas en ninguno de los pardmetros tomados en cuenta (Figura 14b, 14b.1,
14e, 14e.1), pero se sigue observando la tendencia a pasar mas tiempo en el centro
(Figura 14e.1) comparado contra su control (t-Student). En los ratones de T3 se
observé que los grupos con EA no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los pardmetros tomados en cuenta como se observa en la (Figura 14c,
14c.1, 14f, 14f.1) pero con una tendencia que aun permanece de pasar mas tiempo

en el centro (Figura 14d.1) comparado contra su control (t-Student)
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Figura 14. Campo abierto Las medidas graficadas, el tiempo y veces que entra a la periferia y el
tiempo y cruces que pasa en el centro. En el panel a) se presentan las veces que entra a la periferia
mientras que en el panel a.1) el tiempo que permanece en esta zona, el panel d) los cruces que hace
en el centro y el panel d.1) el tiempo de permanencia ahi, de los grupos controles y EA (n=7 para los
controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T1; el panel b) se
presentan las veces que entra a la periferia mientras que en el panel b.1) el tiempo que permanece
en esta zona, el panel e) los cruces que hace en el centro y el panel e.1) el tiempo de permanencia
ahi, de los grupos controles y EA (n=7 para los controles en las barras blancas y n=7 para los EA en
las barras negras) del T2; y por Ultimo el panel c) se presentan las veces que entra a la periferia
mientras que en el panel c.1) el tiempo que permanece en esta zona, el panel f) los cruces que hace
en el centro y el panel f.1) el tiempo de permanencia ahi, de los grupos controles y EA (n=7 para los

controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T3. T- Student.

8.3. Laberinto elevado en cruz

Para el andlisis de esta prueba se aplico una t-Student para comparar a los grupos
con EA contra sus respectivos controles en diferentes parametros, como son las
entradas y tiempo que pasa en los brazos cerrados, de igual manera para los brazos
abiertos. Lo que se observo al analizar esta prueba del T1 es que los grupos con

EA no mostraron diferencias significativas (Figura 15a, 15a.1, 15d, 15d.1), pero con
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una tendencia a pasar mas tiempo en los brazos abiertos comparado contra su
control (Figura 15a.1) y a pasar menos tiempo en los brazos cerrados comparado
con su control (Figura 15d.1). De manera similar a T1, en el T2 no se observaron
diferencias significativas en el que los grupos con EA, (Figura 15b) y presenta las
mismas tendencias de pasar mas tiempo en brazos abiertos y menos en brazos
cerrados comparado contra su control (Figura 15b.1b y 15d1). En los ratones de
T3 se observé que los grupos con EA no mostro diferencias significativas en ninguno
de los parametros tomados en cuenta (Figura 15c, 15c.1, 15f, 15f.1) pero con una
tendencia que aun permanece de un mayor numero de entradas a los brazos

abiertos comparado contra su control (Figura 15c).

Laberinto Elevadoen Cruz

Brazos abiertos Brazos cerrados
Cniradan a.1) Tenpo d Entradas d.1) Thmga
a) 5 - w fr
- 14 e Hi 5 e
= H H B H
L = H ] = H
& sy | 2 —_ 4 Eom
=. pmm— i B * [ iewk. Fea ey = e ’ Gl s,
l:l} . Eniradas . b-l.:lw Tiempo E:l . Erviradas e 1] Teempe
=
| —
~ _ - 2 - " zm
'_ | g | N | -
| P & g L.
L] o § o ¥
I [ bra. ne Tewa S B = =y ——m ——
c) Eraradas c.l) Tiempa f) Enrmdin f.1]  —
- s " ¥
m - £ m) g ml T
i 3 3
B & ad E [ E'o..
I 5 (2 "

[ Y™ fomes sovta. Erw e ey Canaad o

32



Fig. 15. Laberinto elevado en cruz. Las medidas graficadas, el tiempo y veces que entra a los
brazos abiertos y de igual manera para los brazos cerrados. En el panel a) se presentan las veces
gue entra a los brazos abiertos mientras que en el panel a.1) el tiempo que permanece en esta zona,
el panel d) las veces que entra a los brazos cerrados y el panel d.1) el tempo de permanencia ahi,
de los grupos controles y EA (n=7 para los controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las
barras negras) del T1; el panel b) se presentan las veces que entra a los brazos abiertos mientras
que en el panel b.1) su tiempo de permanencia ahi, el panel e) las veces que entra a los brazos
cerrados y el panel e.1) el tiempo que pasa ahi, de los grupos controles y EA (n=7 para los controles
en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T2; y por ultimo el panel c) se
presentan las veces que entra a los brazos abiertos mientras que en el panel c.1) el tiempo que
permanece en esta zona, el panel f) las veces que entra a los brazos cerrados y el panel f.1) el
tiempo de permanencia ahi, de los grupos controles y EA (n=7 para los controles en las barras
blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T3. *p<0.05 t-Student.

8.4. Evitacion pasiva

Para el andlisis de esta prueba se aplico una ANOVA de dos vias para comparar a
los grupos con EA contra sus respectivos controles en las tres sesiones, las cuales
fueron la sesion de adquisicion (sesién 1 -S1-), de consolidacion (sesion 2 -S2-) y
de evocacion de memoria a largo plazo (sesién 3 -S3-). Lo que se observo al
analizar esta prueba en los ratones de T1 es que los grupos con enriquecimiento
mostraron diferencias significativas comparados con su control en la S2 (Figura
16a), (ANOVA de dos vias, alojamiento F1, 41=9.28, p<0.005, sesion F2, 40=43.819,
p<0.001). Al analizar esta prueba en los ratones de T2 se encontraron diferencias
significativas en los grupos con enriquecimiento contra su control en la S2 y la S3
(Figura 16b) (ANOVA de dos vias, alojamiento F1,41=231.458, p<0.001, sesion F»,
40=80.626, p<0.001, alojamiento x sesion F», 40=70.873, p<0.001). En los animales
de T3 se observé que los grupos con EA seguian mostrando las mismas diferencias
significativas que en el T2 (Figura 16¢c) comparado contra su control (ANOVA de
dos vias, alojamiento F1,41=10.09, p<0.004, sesion F2, 4=11.3 80, p<0.001).
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Fig. 16. Evitacion Pasiva. Latencia en segundos de los animales para cruzar a la caja oscura en
las S1, S2y S3. En el panel a) se presentan los grupos (n=7 para los controles en las barras blancas
y n=7 para los EA en las barras negras) del T1; en el panel b) se presentan los grupos (n=7 para los
controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras negras) del T2; y en el panel c) se
presentan los grupos (n=7 para los controles en las barras blancas y n=7 para los EA en las barras
negras) del T3. *p<0.05 y ***p<0.0001 ANOVA de dos vias Student Newman Keuls.

8.5. Doblecortina

Se contaron en numero de células positivas a DCx en el GD del hipocampo, sin
hacer diferencias entre el ventral y dorsal. La DCx es un marcador asociado a
citoesqueleto que se expresa en diferentes etapas del proceso neurogénico que
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abarcan desde la 2a hasta la 2b, por lo que esta puede verse como s6lo un soma,
hasta una neurona con ramificaciones. Lo que se observa para los grupos del T1 es
gue los ratones con EA presentan un aumento significativo de estas células
comparado con su control (Figura 17a) (t-Student p<0.001). Para los ratones del T2
se observl que los animales del grupo del EA presentan un mayor niumero de
células positivas a este marcador comparado con su grupo control (Figura 17b) (t-
Student, p<0.001). En los grupos de T3 (Figura 17c), los animales con EA contindian
presentando una tendencia a incrementar comparado con su grupo control, pero no

llega a ser significativo (t-Student).
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Fig. 17. Células positivas a doblecortia. Células positivas a esté marcador. En el panel a) se
presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras blancas y n=5 para los EA en las barras
negras) del T1; en el panel b) se presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras blancas
y n=5 para los EA en las barras negras) del T2; y en el panel c) se presentan los grupos (n=3 para
los controles en las barras blancas y n=4 para los EA en las barras negras) del T3. ***p<0.001 t-
Student

Se cuantificaron las células positivas a DCx en el GD del HV y dorsal para hacer
una comparacion entre ambas zonas y asi asociar su mejora con la conducta
analizada, pues cada uno de los hipocampos se caracteriza por modular cierto tipo
de conductas. Lo que se observa para los grupos del T1 es que los ratones con EA
mostraron una tendencia a tener mas células positivas a DCx en la comparacion de
los hipocampos diferenciados entre ventral y dorsal (Figura 18a) sin llegar a ser
significativa (ANOVA de dos vias). Para los grupos pertenecientes al T2 se
encontraron diferencias significativas de los grupos EA en ambos hipocampos
(Figura 18b) (ANOVA de dos vias, alojamiento F1,19=33.732, p<0.001), ademas de
haber una diferencia significativa entre los grupos EA y los Ctrl. (ANOVA de dos
vias, p<0.001). Se encontr6 que para el T3 se presentaron diferencias significativas
de los grupos EA en ambos hipocampos (Figura 18c), ademas de haber una
diferencia significativa entre los grupos EA y los Ctrl. (ANOVA de dos vias,
alojamiento F1, 13=40.711, p<0.001).
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Fig. 18. Distribuciéon en las dos regiones (ventral y dorsal). Células positivas a esté marcador.

En el panel a) se presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras blancas y n=5 para los
EA en las barras negras) del T1 en el lado izquierdo al HV y en el lado derecho al HD; en el panel b)
se presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras blancas y n=5 para los EA en las barras
negras) del T2 en el lado izquierdo al HV y en el lado derecho al HD; y en el panel ¢) se presentan
los grupos (n=3 para los controles en las barras blancas y n=4 para los EA en las barras negras) del
T3 en el lado izquierdo al HV y en el lado derecho al HD. ** p<0.005 ***p<0.001 ANOVA dos vias

seguida de una prueba pos hoc Student Newman Keuls.
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8.6. Categorias

Para categorizar el tipo de células se ocup6 la clasificacién previamente descrita en
la metodologia de Plumpe et al. (2006) y los resultados se presenta en porcentajes
(fig. 19). Lo que se observa para los grupos del T1 es que los animales con EA
presentan un aumento significativo de estas células de C3 comparado con su control
(Figura 19a) (ANOVA de dos vias, categoria F1, 20=3.453, p<0.006, alojamiento x
categoria F», 26=37.251, p<0.001). Para los ratones del T2 se observo que los
animales del grupo del EA presentan un incremento en las células de C3 comparado
con su grupo control (Figura 19b) (ANOVA de dos vias, categoria F2, 28=83,453
p<0.048, alojamiento x categoria F228=37.251, p<0.001). En los grupos de T3, los
animales con EA contindan presentando un incremento en estas células de C3
comparado con su grupo control (ANOVA de dos vias, categoria F2, 19=8.795

p<0.003, alojamiento x categoria F2,19=10.872, p<0.001) (Figura 19c).
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Fig. 19. Categorias del marcador doblecortina. Porcentaje de células positivas a esté marcador
gue se clasificaron en tres grupos dependiendo el largo y morfologia de sus dendritas. En el panel
a) se presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras blancas y n=5 para los EA en las
barras negras) del T1; en el panel b) se presentan los grupos (n=5 para los controles en las barras
blancas y n=5 para los EA en las barras negras) del T2; y en el panel c) se presentan los grupos
(n=3 para los controles en las barras blancas y n=4 para los EA en las barras negras) del T3. **

***n<0.001 ANOVA dos vias seguida de una prueba pos hoc Student Newman Keuls.

La distribucion porcentual de las células marcadas con DCx de acuerdo a su
diferente clasificacion (C1, C2 o C3) para el hipocampo dorsal y ventral se muestra
en la figura 20. Lo que se observo para los grupos del T1 es que los animales con
EA muestran un aumento significativo de células tipo C3 comparado con su
respectivo control, tanto en el HV y HD (Figura 20a 'y 20d) (ANOVA de dos vias HV:
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alojamiento x categoria F2 28=22.624, p<0.001, HD categoria F»2 2= 19.221,
p<0.001, alojamiento x categoria F», 26=20.224, p<0.001). Para los ratones del T2
se observd que los animales del grupo del EA presentan un incremento en la
expresion de este marcador en las células de C3 comparado con su grupo control,
en ambos hipocampos, aunque con un mayor porcentaje en el HD (Figura 20b y
20e) (ANOVA de dos vias HV: categoria F228=6.246, p< 0.007, alojamiento X
categoria F228=23.405, p< 0.001, HD: alojamiento x categoria F228=23.734,
p<0.0001). En los grupos de T3, se observa que los animales con EA contindan
presentando un incremento en estas células de C3 comparado con su grupo control,
igual que en los T anteriores y de igual manera en el ventral que en el dorsal, siendo
mas significativo en el dorsal (Figura 20c y 20f) (ANOVA de dos vias HV: categoria
F2, 10=8.845, p< 0.003, alojamiento x categoria F2, 19=6.042, p< 0.012, HD: categoria
F2 19=10.096, p<0.002, alojamiento x categoria F2, 19=26.460, p<0.001).
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Fig. 20. Categorias del marcador doblecortina. Porcentaje de células positivas a esté marcador
que se clasificaron en tres grupos dependiendo el largo y morfologia de sus dendritas, del lado
derecho HD y del izquierdo HV. En el panel a) se presentan los grupos (n=5 para los controles en
las barras blancas y n=5 para los EA en las barra superior) del T1; en el panel b) se presentan los
grupos (n=5 para los controles en las barras inferior y n=5 para los EA en las barras superiores) del
T2; y en el panel c) se presentan los grupos (n=3 para los controles para los controles en las barras
inferior y n=4 para los EA para los EA en las barras superiores) del T3. * p<0.05 ***p<0.001 ANOVA

dos vias seguida de una prueba pos hoc Student Newman Keuls.

9. Discusion

La persistencia de los efectos neurogénico derivados de una exposicién al EA ha
sido poco reportada, por lo cual no es claro si existe o si es necesario exponer de

manera continda a los sujetos para poder continuar observando estos efectos. En
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este trabajo se abordo el tema con especial atencién en el proceso de neurogénesis
hipocampal, asi como sus implicaciones conductuales en pruebas de ansiedad,

memoria y motricidad, en las cuales participa de manera importante el hipocampo.
9.1 Conducta

Se ha descrito que los animales alojados en cajas con EA presentan mejoras
significativas en pruebas de motricidad, memoria y otras que evalian conductas

ansiosas (Vega et al., 2016)

La motricidad de los animales puede llegar a ser afectada por el EA ya que en los
alojamientos tienen mayor movilidad pues uno entre sus componentes se encuentra
una rueda y tubos por los cuales puede estar explorando y exploracion a su entorno
gue es novedoso (Nithianantharajah et al., 2006). Esto se pudo corroborar en los
resultados del Rotarod, siendo que los sujetos EA mostraron una mejora
significativa en la coordinacion motriz pues el tiempo que pasan en el rodillo es
mayor al de los grupos controles. En el T1 esta mejora es mas evidente, pues en
ambos retos el grupo EA es significativamente mayor que su control, sin embargo
para el T2 la diferencia principal esta dada por los tratamiento y no por diferencias
en cada reto, lo mismo se observa para el T3, lo que demuestra que los efectos en
la mejora de la motricidad persisten aun cuando su enriquecimiento ha sido retirado,

pero que si disminuye comparados con el grupo del T1.

Entre los beneficios que ofrece el EA son muy mencionados los asociados a
conductas ansiosas (Llorens et al., 2011) pues los ratones a los que se les presenta
previamente la prueba de nado forzado y se les aloja en cajas con EA, al volverlos
a retar al nado pasan menos tiempo inmoviles que su respectivo control por lo cual
se dice que el enriguecimiento revierte los efectos adversos derivados de la pre
exposicion al nado forzado, ademas de cuantificar marcadores de nuevas neuronas,
de proliferacion y de nuevas neuronas funcionales (Muotri et al., 2009). En los
resultados de las pruebas de campo abierto que fue ocupada para medir conductas
ansiosas, se observoé tendencias de los grupos EA a tener mas cruces en el centro

gue sus sujetos control, lo cual hace alusién a que estan menos estresados, pero
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no llegan a ser significativas. Mientras que para la prueba de laberinto elevado en
cruz nuevamente se presentan algunas tendencias y una significancia por parte de
los grupos EA a pasar mas tiempo en los brazos abiertos, lo que nos indica que
estdn menos ansiosos que sus grupos control pues exploran con mayor libertad el
laberinto. Estos resultados son similares a los reportados en el trabajo de Vega et
al. (2016), en el que se evalud la preferencia de sacarosa como un indicador de
anhedonia después de haber sometido a los ratones a EA por un mes,
posteriormente a un protocolo de ECI por otro mes, donde los ratones tiene
tendencias a estar menos ansiosos que los controles, lo que indicaba que el EA
disminuye los efectos negativos derivados del protocolo de estrés. En este trabajo
se observo algo similar sin el estrés, y que estas conductas son capaces de persistir
hasta tres meses después de que finalizara la EA. Estos resultados se deben a la
dispersién tan grande que hay en cada grupo, lo cual ya habia sido sugerido por
Kempermann et al. (2018), en el que estudia las diferencias interindividuales
derivadas de la exposicién al EA en ratones con el mismo fondo genético, pues
aungue un grupo se exponga con enriquecimiento los sujetos no interactian con
todos los elementos de manera similar, de ahi que algunos respondan mejor que
otros; pese a las diferencias interindividuales se observé una tendencias que
sugieren que los animales del grupo EA tiene menos conductas ansiosas que su

control en los tres tiempos medidos.

Se ha observado que los protocolos de aprendizaje por medio de diferentes
paradigmas al de evitacion pasiva como el reconocimiento de objeto novedoso,
localizacion de objeto novedoso, entre otros que hacen acopio de estructuras como
el hipocampo y trabajos como los de Tanti et al., (2012), donde observaron, a través
de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso, que ratones expuestos a EA
durante 6 semanas presentaron una mejora en este tipo de memoria, pues exploran
mas al objeto novedoso. En este trabajo se abordo el paradigma de evitacion pasiva
para evaluar el acopio de informacién nueva antes de que haya sintesis de proteinas
(corto plazo) (Martinez et al., 2019) y la consolidacion de esta, donde se encontraron
resultados interesantes, pues en el T1 solo existia diferencia en la sesion dos que

evalia memoria a corto plazo, pareciendo que el EA no tenia un efecto en la
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consolidacion de recuerdos asociados a un contexto comparado con Su grupo
control, pero en el T2 las diferencias contra su respectivo control se hicieron
evidentes tanto en la sesion 2 como en la sesion 3, por lo que pareciera ser que una
sola exposicion al EA es suficiente para permitir que esta mejora en la consolidaciéon
de nuevos recuerdos se mantenga tanto al mes como a los 3 meses después de
gue la exposicion al EA concluyera, hasta este momento no se habia reportado esté

dato.

La capacidad para evitar estimulos o situaciones amenazantes es una caracteristica
clave del miedo adaptativo (Kutlu et al., 2016). El aprendizaje de evitacion de
estimulos aversivos depende muy importantemente de la amigdala (Martinez et al.,
2019; Edelmann et al., 2018) siendo esta estructura parte del sistema limbico junto
con el hipocampo. Los estudios anatdmicos en roedores y primates muestran que
la conectividad del HD (o posterior) esta implicado en la memoria y la navegacion
espacial, y que el HV (o anterior) media los comportamientos relacionados con la
ansiedad (Strange et al., 2014), de ahi la importancia de diferenciar cual de los dos
hipocampos se favorece mas por la exposicion al EA. Aungque no se encontraron
diferencias entre el incremento entre el HV y dorsal de ninguno de los grupos,
contrario a lo reportado por Egeland et al. (2017), donde mostraba que en
condiciones normales el HD presenta una mayor expresion de la proteina
doblecortina, aqui se demostré que la exposicion al EA favorece la neurogénesis de
todo el hipocampo, que se relacione un mejor rendimiento en la prueba de evitacion

pasiva con un mayor nimero de células positivas a doble del HV.
9.2 Doblecortina

Como un indicador de la formacion de nuevas neuronas se ocupé este marcador y
se hicieron dos tipos de analisis, el primero por la cantidad de células por corte y
por region, asi como el porcentaje de células que se clasifican dependiendo su
maduracién. En el primer andlisis se observé un incremento de parte de los grupos
EA en los dos primeros tiempos en los cuales se midio, o que ya se tenia

demostrado en el trabajo de Vega et al. (2016), aunque si disminuian conforme
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pasaba el tiempo hasta llegar a los tres meses después de retirar el enriquecimiento
donde este efecto se pierde, pareciendo que no persisten tanto tiempo. Sin
embargo, al hacer un andlisis diferenciando las regiones de hipocampo se vuelven
a encontrar diferencias entre los grupos EA y sus respectivos controles. Mientras
gue el analisis de porcentaje que utiliza clasificaciones para determinar la
maduracion neuronal reportada por Plimpe et al. (2006), donde caracterizaron tres
principales categorias que hacen alusién al estadio donde se presentan, siendo las
C1 células inmaduras pues es solo el soma, la C2 con una primera prolongacion
apenas mas grande que el tamafio de su soma y la C3 con mayor maduracion pues
ya muestran las prolongaciones de las dendritas que ya podrian empezar a formar
contactos sinapticos; en los resultados los grupos con EA presentaron mayor
porcentaje de células de C3, en los totales y en los analisis por regién, por lo que
se confirma que el nimero de nuevas neuronas provenientes de la exposicion al EA
corresponden a un estadio pos mitotico (Vega et al., 2016), y que estas diferencias
también se presentan en el analisis por regiones. Llama la atencién que esté efecto
si logra persistir cuando ya se retird en enriquecimiento, aun a los tres meses donde
parecia que ya no habia diferencia en el numero total de células, la maduracion de

estas sigue siendo mayor en los grupos con EA.
10. Conclusiones

Hasta este punto habia poca evidencia que mostrara la persistencia de los efectos
neurogénicos que puede llegar a tener un solo periodo de exposicion al EA. En este
trabajo se abarco sus beneficios como un factor protector para responder mejor ante
pruebas de ansiedad y memoria, asi como una relacién entre cambios plasticos en

el cerebro y pruebas conductuales.

Los resultados apoyaron las hipétesis de que los cambios benéficos derivados de
una exposicién de un mes al EA persistiran hasta tres meses después de que esté
termind, en el favorecimiento del proceso de aprendizaje-memoria asi como la
persistencia del efecto neurogénico, sin embargo no se habia considerado la

importancia de estudiar la durabilidad que puede llegar a tener, considerando que
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no se puede pasar toda la vida de un individuo en un ambiente favorable y
enriquecedor, pero que si se tiene durante un determinado tiempo en la edad adulta

es suficiente para que pueda generar cambios y que estos puedan persistir.

Se entiende que el campo del EA alin es muy amplio, que aun falta por aclarar
muchas preguntas, su estudio es importante y relevante pues la cantidad de efectos
benéficos que se puede tener, siendo un blanco de gran importancia para la
prevencion de trastornos asi como coadyuvante con los tratamientos cuando la
enfermedad ya se ha establecido; esté trabajo aporta informacion novedosa para el
campo del EA pues se demostré que no se necesita exponer permanentemente a
los sujetos al ambiente enriquecido para poder seguir observando sus efectos
benéficos en la conducta y en la neuroplasticidad, sabiendo que tiene limitaciones
al ser un modelo animal, de una cepa con el mismo fondo genético y una exposicion
al EA de 24 horas, es una aproximacion relevante hacia lo que podria pasar en los
humanos. Aunque también amplia el panorama para mas preguntas que aun falta
por contestar, mas procesos de la neuroplasticidad en los que también podria estar
impactando el EA, correlaciones interindividuales, etc., sin embargo, este trabajo
aporta un dato de relevancia para la perspectiva de las siguientes investigaciones

pues demuestra que los efectos neurogénicos persisten aln en ratones adultos.
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