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Resumen 

En el sistema nervioso de mamíferos la generación de neuronas continúa aun después de 

la maduración sexual del individuo. Esto ocurre como producto de la división de células 

precursoras que se diferencian en neuronas. El bulbo olfatorio y el giro dentado del hipocampo 

son las regiones del SNC en donde continuamente se añaden neuronas nuevas en el animal 

adulto. La integración de neuronas nuevas en el giro dentado del hipocampo del animal adulto 

nos interesa particularmente, pues puede tener implicaciones en el procesamiento de información 

que permite la formación de memorias episódicas. 

Las neuronas granulares que nacen en el animal adulto extienden sus proyecciones 

dendríticas y desarrollan una respuesta sináptica como el resto de las neuronas granulares. Esto 

sugiere que se integran funcionalmente a la red hipocampal. Sin embargo, para determinar si su 

integración esta implicada en el procesamiento de información proveniente de la experiencia, es 

necesario utilizar métodos histológicos que permitan identificar a las neuronas que se activan por 

la experiencia. La detección de genes de expresión inmediata temprana (GEI) como cFos y Arc, 

los cuales se inducen por actividad neuronal, ha permitido identificar a las neuronas nuevas que 

responden a la experiencia mediante el uso de triple inmunohistoquímica fluorescente y 

microscopia confocal. De esta manera, se ha observado que las neuronas que nacen en el adulto 

son capaces de responder específicamente a la conducta cuando tienen entre 1.5 y 5 meses de 

haber nacido. 

En el presente trabajo nos propusimos determinar cuándo, a lo largo del desarrollo de la 

neurona que se integra en el adulto, aparece esta respuesta específica a la conducta. Encontramos 

así, que 30 días después de haber nacido, aparece en las neuronas incorporadas la respuesta 

específica a la conducta. También encontramos que las neuronas nuevas que responden a la 

conducta se ubican principalmente en la capa 1 de la banda de células granulares y vemos que la 

probabilidad con la que se reclutan las neuronas nuevas ante el procesamiento de información 

espacial, varia a lo largo de su vida. Esto nos permitió generar un modelo matemático que 

sugiere que la contribución de estas neuronas nuevas al procesamiento de información espacial es 

muy relevante, dado que son más las nuevas células que participan en la representación de un 

episodio. Experimentos adicionales demostraron además, que la velocidad con la que se integran 

las neuronas nuevas al GD puede ser acelerada mediante la estimulación conductual. En 

conclusión, en este trabajo describimos detalles importantes de la integración funcional de las 

neuronas nuevas a la red hipocampal que procesa información espacial y proponemos que su 

papel en el procesamiento de información espacial es altamente relevante. 
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Abstract 

In the mammalian central nervous system, neuron generation continues even after sexual 

maturation of the individual. This occurs as a result of the division of precursor cells that 

differentiate into neurons and migrate, in 2 cerebral nervous system structures, the olfactory bulb 

(OB) and the dentate gyrus (DG) of the hippocampus. The neurogenesis that takes place in the 

hippocampus of adult animals is particularly interesting because it has implications for the 

processing of episodic memory information.  

These granule neurons born in the adult animal extend their projections and develop 

synaptic responses as the rest of the granule neurons. This suggests that they can be functionally 

integrated into hippocampal networks. However, to conclusively determine their functionality, 

these neurons should process input information from experience. To answer this fundamental 

question we used a new technology based on the detection of neural activity by visualizing the 

expression of immediate early genes (IEG) that are induced by behavioral related neuronal 

activity. By detecting the IEG Arc, in response to spatial behavioral stimulation it has been 

observed that neurons born in adult rats process spatial information, since they specifically 

respond to behavioral exploration when the adult neurons are 5 months old. 

The aim of the present work was to determine when, after the new neuron was born, this 

specific response to behavior develops. We found that 30 days after the neuron was born, this 

specific response to behavior is already observed. We also found that the new neurons that 

respond to behavior are primarily located in DG layer 1. The likelihood of the new neurons to be 

recruited by spatial behavioral experience varies throughout its own life. This allowed us to 

generate a mathematical model that suggests that the contribution of these new neurons to spatial 

information processing is very important, and this contribution varies through the animal´s life 

span.  

Additional experiments showed that the speed of integration, of these new neurons, is 

accelerated by behavioral stimulation. In conclusion, adult born neurons are important elements 

of the episodic hippocampal network that processes spatial information and their contribution 

varies trough-out the animal´s life and is modulated by the animal´s experience. 
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Capítulo 1 

 

Historia del descubrimiento de la generación de nuevas  neuronas en el sistema nervioso del 

animal adulto 

 

Durante muchos años se consideró que en el cerebro del animal adulto no ocurría la 

generación de neuronas nuevas,  debido principalmente a que en 1914,  Ramón y Cajal declaró 

que: 

 

“Las células nerviosas – a diferencia de todas las demás células de nuestro cuerpo – no se 

dividen, no se mueren, no re-nacen”. (Ramón y Cajal 1914). 

 

Cajal fue sin embrago, el primero en sugerir que podía ocurrir plasticidad en las 

comunicación de las neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC) como producto de un daño o 

lesión, mientras que el pensamiento de la época aceptaba esto sólo en el Sistema Nervioso 

Periférico (SNP). Periférico (SNP). Esto lo planteó en base a sus propios experimentos, que 

mostraban que tras una lesión en la corteza entorrinal se podía observar un incremento en la 

cantidad de proyecciones que arriban al hipocampo (Stahnisch y Nitsch,  2002). Esto sugería la 

posibilidad de regeneración en el SNC después de un trauma, lo que no era aceptado en la época. 

No obstante, Cajal claramente estaba a favor de la idea de que las modificaciones en los cuerpos 

de las neuronas sólo ocurrían durante el desarrollo del sistema nervioso central; que al concluir 

dejaba una red imperturbable por la experiencia, que sólo se modificaba ante el insulto. Esto 

incluía la idea de la inhabilidad proliferativa de las neuronas (Stahnisch y Nitsch, 2002). Pero 

hace aproximadamente 40 años se encontró evidencia de que en el sistema nervioso central  

(SNC) adulto de mamíferos se generan neuronas nuevas (Altman y Das, 1965;  Kaplan, 1977; 

Nottebohm, 1984).  

 

Esto se demostró con el uso de nucleótidos radioactivos como la [
3
H] timidina tritiada, que 

eran administrados sistémicamente a ratas y ratones, visualizados con autoradiografía y en cuyo 

tejido cerebral se observaba su incorporación en   algunas pocas células con características 

neuroanatómicas de neuronas. Estas se encontraban en el giro dentado del hipocampo de la rata 

adulta (Altman y Das, 1965;  Kaplan, 1977) y también en la región  donde se controla el canto 
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(Hiper estriado ventral) en aves (Nottebohm, 1984). Este hallazgo sugería que células con 

características neuroanatómicas de neuronas habían pasado por un periodo de división cuando la 

[
3
H] timidina estaba disponible. 

 

 

 

 

Figura 1. Diferentes técnicas utilizadas para visualizar neuronas granulares del GD del hipocampo que pasaron por un periodo de 

división en roedores adultos. 

A) Autoradiografía con [3 H] timidina tritiada sobrepuesta a la imagen correspondiente a una tinción de Nissl. Los puntos negros 

son células radioactivas, que pasaron por un período de división. Algunas de estas pueden ser neuronas. La línea corresponde a 

20m 

B) Inmunohistoquímica para NeuN (Proteína nuclear que se expresa sólo en neuronas maduras, en verde) y BrdU (que se 

incorpora al DNA como un análogo de timidina y puede ser detectado inmunohistoquímicamente en las células que se dividieron, 

en rojo). La línea corresponde a 100m 

C) Inmunohistoquímica para DCX (Proteína que se expresa sólo en neuronas inmaduras y parece estar relacionado con migración 

en rojo) y BrdU (células que se dividieron en verde) DAPI núcleos (azul). La línea corresponde a 100m 

D) Retrovirus acoplado a GFP que se incorpora únicamente en células en división (verde). La línea corresponde a 100m 

 

En 1965, Altman y Das fueron los primeros en observar que algunas células en el giro 

dentado (GD) del hipocampo incorporaban la  [
3
H]  timidina tritiada, y al caracterizarlas 

morfológicamente sugirieron que eran  neuronas. También reportaron que las nuevas células 

podían sobrevivir al menos hasta 2 meses. A pesar de esta evidencia, la noción de que había 

neurogénesis en el mamífero adulto no fue fácilmente aceptada. La amplia variedad de formas 

que puede presentar la glía generó mucha controversia sobre la naturaleza neuronal de las células 

que incorporaban la [
3
H]  timidina. Es importante aclarar que al intentar explicar la generación 

de neuronas nuevas en el adulto, Altman propuso la existencia de células progenitoras neuronales 

como las células responsables de dar origen a las neuronas nuevas, lo que contrasta con la idea 

de que las neuronas al dividirse den origen a una nueva progenie con el mismo destino de 

diferenciación.  
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La idea de que es una célula precursora la que da origen a las neuronas nuevas en el 

animal adulto no contradice el postulado de Cajal, respecto a la incapacidad proliferativa de las 

células nerviosas, pero aun así, la comunidad científica siguió creyendo en el dogma de que “en 

el cerebro adulto NO se generan neuronas nuevas”.      

 

Posteriormente Kaplan (1977), combinando técnicas de auto radiografía y microscopía 

electrónica, confirmó que la incorporación de  [
3
H] timidina se podía observar en células del 

hipocampo, la corteza visual y el bulbo olfatorio (BO) que presentaban características ultra 

estructurales de neuronas. En 1984,  Kaplan describió neuroblastos proliferativos en la zona sub-

granular (ZSG) del hipocampo y encontró que a las pocas horas de haber administrado el 

marcador radioactivo, algunas de las células marcadas ya mostraban sinápsis somáticas y 

procesos neuríticos, lo que sugería que las células que se habían dividido eran células 

precursoras de neuronas. Esto apoyo la idea de Altman de que células precursoras de neuronas 

daban origen a células nerviosas en el animal adulto. Kaplan también encontró  neurogénesis en 

la corteza visual de ratas adultas en una proporción de células menos impactante que la 

observada en el hipocampo y en el BO (Figura 1 A). 

   

Fernando Nottebohm, por su lado, con el uso de timidina tritiada estudio la neurogénesis 

en el cerebro adulto de aves, en particular de canarios. Fundamentalmente observó que la región, 

del cerebro de los canarios, involucrada en el control de la generación del canto, crecía, y 

demostró que este crecimiento se daba por la incorporación de neuronas nuevas (Nottebohm, 

1981,1989; Small y Moore, 2009). Estos trabajos fueron motivados por la evidencia que 

mostraba la modificación en el tamaño de estructuras cerebrales involucradas en la adquisición 

de un nuevo canto durante etapas reproductivas (Nottebohm, 1981). Se encontró así que  las 

células originadas en las paredes de los ventrículos migran hasta el área del canto y que ahí se 

diferencian y se integran como neuronas (Nottebohm, 1981, 1989, Álvarez-Buylla y Nottebohm 

1988). Si bien estos trabajos confirmaron con certeza la posibilidad de observar neurogénesis en 

el cerebro adulto de aves, el hecho de que se tratara de animales no mamíferos, mantuvo al grupo 

de Nottebohm alejado de la opinión de Pasko Rakic, quien criticó de forma tajante la idea de que 

en el cerebro adulto de mamíferos se incorporaran neuronas nuevas. Rakic mostró extrema 

discrepancia con los datos de Kaplan y Altman dado que él no encontró evidencia de generación 

de ningún tipo de  nuevas células en múltiples estructuras cerebrales de monos (Macaca mulatta) 

(Rakic., 1985). La postura de Rakic mantuvo vigentes las dudas de la comunidad acerca de la 
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fiabilidad de los datos obtenidos en roedores que sugerían neurogénesis en el sistema nervioso 

adulto de mamíferos. 

  

 La evidencia a favor de la hipótesis de que en el cerebro adulto de mamíferos había 

neurogénesis siguió acumulándose. Aparecieron entonces trabajos que con el uso de doble 

marcaje, con auto radiografía para [
3
H] timidina e inmuno histoquímica para NSE (enolasa 

especifica de neuronas), demostraron que neuronas granulares del giro dentado del hipocampo se 

habían dividido previamente (Gould, et al., 1992; Cameron, et al., 1993). Si bien estos trabajos 

habían utilizado técnicas inmunohistoquímicas para hacer evidente el destino neuronal de las 

células que proliferaban, no se había detectado conjuntamente a las células que proliferaban. 

 

Desde mediados del siglo XX se conocía que una molécula  llamada  5- Bromo-2´- 

deoxyuridina (BrdU) se incorporaba a la cadena de DNA de bacterias en lugar de la timidina 

(Dunn y Smith, 1954) y se encontró que también se incorporaba al DNA de líneas celulares de 

mamíferos (Eidinoff et al., 1959).  

 

La necesidad que se tenía de detectar y medir la fase de síntesis (S) del ciclo celular 

motivó que se desarrollaran anticuerpos para detectar al BrdU (Erlanger y Beiser, 1964; Gratzner 

et al., 1975). Esta técnica inmunohistoquímica se utilizó  para el estudio del cáncer (Morstyn, et 

al., 1983; Raza, et al., 1985, Hoshino, et al., 1985; deFazio, et al., 1987), la proliferación de 

células inmunes (Porstmann et al., 1985; Harms, 1987),  para estudios de desarrollo (Raza, et al., 

1984; Casasco, et al., 1988) y particularmente de desarrollo del sistema nervioso (Miller y 

Nowakoski, 1988). La primera vez que este método inmunohistoquímico se utilizó para detectar 

células que se dividen se aplicó al estudio de la neurogénesis en el adulto, para demostrar la 

generación de neuronas nuevas en el bulbo olfatorio de ratas (Coroto et al., 1993). 

 

 Actualmente se combina la detección de BrdU con marcadores fluorescentes para 

identificar las células que han pasado por un periodo de proliferación en combinación con la 

expresión la proteína verde fluorescente (GFP  por sus siglas en inglés) con un promotor de 

citomegalovirus y sólo se incorpora a las células que se encuentran en proliferación. Cuando se 

identifica la expresión de  la proteína verde fluorescente (GFP) en una célula, se hace evidente 

que ésta debió de haberse dividido en el periodo de disponibilidad del vector, y que al 

visualizarse con microscopia confocal se observa en toda su estructura citoplásmica (Palmer et 
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al., 1999, van Praag et al., 2001, Esposito et al., 2005). Esta estrategia es sofisticada y muy 

atractiva visualmente ya que se pueden ver las proyecciones y detalles muy finos de éstas en las  

 

células infectadas, pero la tasa de infección no permite detectar a todas las células que se han 

dividido y dado que se tiene que administrar intraparenquimalmente, sólo se infectan las células 

cercanas a la región por donde penetró el dispositivo para su inyección. Por lo que no se suele 

usar para responder preguntas que impliquen una cuantificación precisa de las neuronas que 

nacieron en el animal adulto (van Praag et al., 2002). Sin embargo, este método ha sido de gran 

utilidad para caracterizar la integración funcional de las neuronas que nacen en el adulto como 

veremos más adelante (Figura 1 D).  

 

Hoy en día no existe duda de que en el sistema nervioso de los mamíferos adultos sigue 

ocurriendo la generación de neuronas nuevas. Esto sabemos que ocurre principalmente en el 

bulbo olfatorio (BO) (Altman, 1969; Kaplan y Hinds, 1977; Bayer, 1983; Kirschenbaum et al., 

1999) y en el hipocampo (Altman y Das, 1966; Kaplan y Hinds 1977; Rakic y Nowakowski, 

1981, Gould et al, 1997). Se reconocen dos zonas neurogénicas, la zona sub ventricular (ZSV) 

que da origen a células que se diferencian en neuronas y migran al bulbo olfatorio, y la segunda, 

la zona sub granular del giro (ZSG) dentado en el hipocampo (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2. Regiones neurogénicas A). Sección sagital del cerebro de rata, en donde se observa la ZSV región donde ocurre la 

proliferación de células con destino de diferenciación neuronal. También se muestra la ruta por donde migran las células desde la 

ZSV hasta el bulbo olfatorio, lo que se conoce como vía migratoria rostral. B). Dibujo del hipocampo en donde se representan las 

células piramidales (en morado) de CA1 y CA3 y las células granulares en el GD (en azul). En ambas imágenes se representan 

diferentes tipos neuronales: En rojo están los astrocitos que al des diferenciarse generan células precursoras (en amarillo) las 

cuales proliferan y dan origen a las neuronas. 
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La neurogénesis que ocurre en los mamíferos adultos, es hoy día un tema de suma 

importancia para las neurociencias.Sabemos, por ejemplo, que una disminución en la tasa de 

neurogénesis en el individuo adulto está relacionada con la depresión. Se ha descubierto que la 

tasa de neurogénesis está reducida en pacientes con esta patología y que  los antidepresivos 

incrementan la neurogénesis en un tiempo que coincide con los efectos de estos fármacos sobre 

los síntomas depresivos (Santarelli et al., 2003). También se sabe que la neurogénesis se reduce 

tanto con el estrés crónico como con el  agudo, en donde sus efectos se correlacionan con 

defectos cognitivos (Gould et al., 1997).  

 

Vemos así, que las implicaciones que tiene la neurogénesis en los mamíferos adultos, es 

muy relevante para una gran variedad de problemas relacionados con la función del sistema y lo 

que actualmente nos preguntamos es cuál es el papel que juegan estas neuronas nuevas en la 

función del sistema nervioso central. El reconocimiento de la neurogénesis en el SNC de 

mamíferos adultos representa un avance excepcional para la noción de que en el sistema nervioso 

adulto no ocurren modificaciones adaptativas en la estructura de la red neuronal, como lo 

pensaba Cajal.  

 

A continuación describiremos la caracterización del origen de las neuronas que se 

incorporan en el cerebro adulto de mamíferos que reivindica la idea de que las neuronas no se 

dividen.      
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Capítulo 2 

Origen de las neuronas nuevas que en el sistema nervioso del animal adulto 

 

Durante el desarrollo embrionario células pluripotentes también conocidas como células 

madre (CM), tienen la capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares que aparecen en el 

organismo adulto, dando lugar a todos los tejidos y órganos. Durante esta etapa temprana del 

desarrollo se forma la blástula como consecuencia de la segmentación del cigoto, formando una 

masa esférica de células  que se sigue dividiendo para formar  la mórula y más tarde la gástrula. 

Esta serie de divisiones celulares es la secuencia de desarrollo normal de cualquier animal. 

Durante la gastrulación se comienzan a generar tejidos primarios, la gástrula se organiza en una 

capa germinal que se divide en tres subcapas formando ectodermo, mesodermo y endodermo, 

cuyo destino germinal es el siguiente: (Figura 3) 

 

Ectodermo: es la capa  más externa que da origen al SNC; da origen a vías respiratorias, 

epidermis con anexos, y glándulas mamarias. 

Mesodermo: es la capa media da origen al esqueleto, músculos aparatos circulatorio y 

reproductor. 

Endodermo: capa más interna da origen al tubo digestivo, intestinos, páncreas, pulmones, e 

hígado. 

 

Figura 3. Esquema representativo de las capas germinales en el que se muestran los tipos de tejidos que derivan de cada una de 

las subcapas. En el círculo se representan los diferentes tejidos, en morado se representan las celulares del ectodermo, este dará 

origen  al sistema nervioso y a la  epidermis. En verde se representan las células del endodermo que dará origen al epitelio que 

reviste el tubo digestivo. En amarillo se representan las células del mesodermo que dará origen, al  esqueleto, musculatura lisa, el 

tejido conectivo, el aparato cardiovascular y renal y a los órganos del abdomen. 
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Una porción del ectodermo dorsal se convertirá en el tubo neural, el cual se expande 

debido a la proliferación celular (Gilbert,  2006). Las células madre de las paredes del tubo 

neural durante el desarrollo embrionario se dividen simétricamente (se generan 2 células 

idénticas) durante la expansión inicial, más adelante se dividen asimétricamente (una célula 

resulta en destino distinto y la otra queda con el destino original) para producir células 

progenitoras de neuronas que a su vez se dividen de forma simétrica, diferenciándose ambas en 

neuronas constituyendo una división neurogénica simétrica (Kosodo et al., 2004).  

 

En consecuencia, estas neuronas no se volverán a dividir y dejan de ser consideradas 

como células madre. Este proceso de proliferación celular da origen a todo el sistema nervioso y 

las paredes del tubo neuronal se convertirán en la zona subventricular, que en el adulto sabemos 

mantiene la capacidad de división celular, cuyas células migran al bulbo olfatorio y en donde se 

diferencian en neuronas (Gilbert.,  2006).  

 

Existen 4 estados a través de los cuales las células pluripotenciales de la blástula se 

convierten en precursoras de neuronas o neuroblasto (Wilson y Edlund, 2001). Estos son: 

competencia, especificación, compromiso, y diferenciación. Los neuroblastos dejan el ciclo 

mitótico y expresan genes característicos de neuronas como doble cortina (DCX),  marcadores 

nucleares de neuronas maduras (NeuN) y Nestina entre otros que son descritos más adelante.  

 

Durante la adquisición de un determinado linaje o tipo celular intervienen interacciones 

con células colindantes, cuyos compromisos restringen la potencialidad de las restantes, como la 

localización física de la célula a lo largo de los ejes corporales que es determinada por gradientes 

de concentración de factores de crecimiento. La adquisición progresiva de un destino celular se 

considera cuando la célula alcanza un estado metabólico irreversible que la determina para 

convertirse en un linaje celular determinado. Una vez que han llegado a su destino extienden 

axones y dendritas, lo que permite la comunicación neuronal que más adelante dará origen a 

circuitos. Las células madre se pueden clasificar según su potencial de diferenciación: las células 

madre totipotenciales son capaces de producir tejido embrionario, las células madre 

pluripotenciales tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las 

tres capas embrionarias, y por último, las células madre multipotenciales son capaces de 
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diferenciarse a distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria (Weissman et 

al., 2001). 

  

Hasta aquí se ha descrito lo que ocurre durante el desarrollo normal de un organismo. Es 

bien sabido que el sistema nervioso central en mamíferos tiene células  con características multi-

potenciales, es decir que tienen la habilidad de generar múltiples tipos celulares, así como   alta 

proliferación celular. Actualmente sabemos que las células que proliferan en el cerebro adulto de 

mamíferos dan lugar a neuronas nuevas y glía (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Jerarquía celular en la que se muestra el origen de diversas células del SNC, incluyendo a las neuronas, y la glía, ambas 

provenientes de células multipotenciales. Las células multipotentes tienen la capacidad de generar células del SN, desde glía, 

astrocitos, oligodendrocítos  y diferentes tipos de neuronas  (Tomado de Kempermann 2007) 

 

 

 

Podemos concluir que en un principio todas las células tienen un mismo origen, y son 

totipotenciales pero al irse especializando pierden esa capacidad volviéndose multipotentes. 

(Figura 4). 

 

Álvarez-Buylla y colaboradores generaron una hipótesis sobre el linaje celular de las 

células multi-potenciales. Se ha descrito que durante el desarrollo del cerebro, la glía radial 

produce astrocitos corticales y en datos recientes se ha observado que su división asimétrica 

produce neuronas corticales (Álvarez-Buylla et al., 2004). Estudios recientes han mostrado que 

las células neuro ependimales (CNE)  producen o se transforman en glía radial (GR) que se 

puede dividir de forma asimétrica para producir glía o neuronas (Álvarez-Buylla et al., 2004). En 
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mamíferos la GR desaparece perinatalmente, se cree que se transforman en astrocitos. En la ZSV 

adulta de mamíferos se ha encontrado GR que persiste en la adultez y continúan produciendo 

neuronas. (Álvarez-Buylla et al., 1990, 2004). También existe la posibilidad de que las CNE, la 

GR y los astrocitos puedan dividirse simétricamente para incrementar sus poblaciones. Esto 

sugiere que existe un continuo linaje celular totipotencial que va desde el embrión hasta el adulto 

(Álvarez-Buylla et al., 2001) (Figura 5). 

 

Figura 5. Hipótesis unificada sobre el linaje de  células madre neurales.  A) Células madre en morado en el neuro epitelio 

durante el desarrollo se extienden del ventrículo a la piamadre. B) Así como las células neuro epiteliales madre, la glía radial 

también (en morado) contactan regiones ventriculares y la superficie de la piamadre. Es posible que la glía radial actúe como 

célula madre neural y pueda ser una célula madre neural alargada. Se sabe que la glía radial se divide simétrica (no mostrado) o 

asimétricamente (flechas) para producir neuronas (en rojo) que migran a la corteza a lo largo de la fibras de las células 

progenitoras. Es posible que la glía radial produzca de forma directa o indirecta células transitorias (en verde). C) La glía radial 

en etapas tardías se transforma en astrocitos corticales.  Es posible que células derivadas de células gliales permanezcan en la 

ZSV (en azul). Así como la glía radial y las células neuro epiteliales algunos astrocitos de la ZSV hacen contacto con el 

ventrículo y extienden un tipo de cilio en el líquido cerebro espinal. Estos astrocitos se comportan como células madre, auto 

renovándose y produciendo neuronas nuevas (flechas), posiblemente a través de células intermedias (verde). (Tomado de 

Álvarez-Buylla et al 2001). 

 

 

La transformación de la GR en astrocitos constituye un acontecimiento sorprendente en 

donde una célula diferenciada se convierte en otro tipo de célula con morfología y funciones 

diferentes. Esto corresponde a un periodo de transdiferenciación que se considera en general un 

fenómeno que ocurre durante el desarrollo (Landis, 1990; Patapoutian et al., 1995)  y durante la 

regeneración en respuesta a una herida (Brockes, 1994) pero se ha sugerido que también puede 

ocurrir en el GD (Álvarez-Buylla et al., 2001). 

 

La proliferación en la ZSV continúa a lo largo de la vida y las células que de ella derivan 

migran hacia el BO en donde se diferencian en interneuronas (Goldman et al., 1997, Kuhn et al., 

1996). A diferencia de la ZSG, la arquitectura celular de la ZSV ha sido bien descrita. Los  
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neuroblastos de la ZSV (células tipo A) migran en cadenas homotípicas por una red de vías 

interconectada, distribuida a lo largo de las paredes laterales de los ventrículos (Doetsch y 

Álvarez-Buylla, 1996) (Figura6).Como se describió previamente, el cerebro de mamíferos tiene 

2 regiones neurogénicas: las paredes de la ZSV, en donde las células que proliferan en esta 

región migran al bulbo olfatorio BO por medio de la vía migratoria rostral (ver Figura 2; Álvarez 

Buylla, et al., 2001) y la ZSG del giro dentado, en donde proliferan células precursoras de 

neuronas que se integran a la banda de células granulares (ver Fígura 2B) (Temple y Álvarez-

Buylla, 1999). En la ZSV  se encuentra una capa de células ependimales que tiene contacto con 

el  ventrículo (Álvarez Buylla, et al., 2001). La interacción célula-célula entre la ZSV y la región 

ependimal es crucial para el mantenimiento de un microambiente local o nicho neurogénico. Se 

sugiere que las células tipo B pueden dividirse  simétricamente para producir neuronas o 

asimétricamente, pudiéndose dividir múltiples ocasiones como lo hacen las células  tipo C que 

aumentan el número de neuroblastos (Álvarez Buylla, et al., 2001). Independientemente de la 

habilidad de actuar como progenitores primarios, las células tipo B, tanto en la ZSV como en la 

ZSG, tienen características de astrocitos dado que expresan la proteína acídica fibrilar glial 

(GFAP por sus siglas en inglés) y cuándo son observadas con microscopio electrónico tienen 

características ultra estructurales  de astrocitos. Las células tipo A se encuentran en contacto con 

células tipo B que se encuentran en un estado de proliferación lento y que tienen propiedades de 

astrocitos (Lois y Álvarez-Buylla, 1994). En esta misma cadena se encuentran células tipo C que 

son células inmaduras y de rápida división que se encuentran en un estado entre células tipo A y 

células tipo B (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Arquitectura de linajes putativos en la zona subventricular ZSV. La ZSV adulta consiste de cadenas organizadas de 

neuroblastos (células tipo A, en rojo), que se encuentran cubiertas por astrocitos de división lenta (células tipo B, en azul). 

También hay cadenas adyacentes descritas como en transición (células tipo C, en verde). Las células ependimales (tipo E, en 

morado) están alineadas y algunas ocasiones son desplazadas por las tipo B que se dividen simétrica o asimétricamente para 

generar neuronas. (Tomado de Álvarez-Buylla et al., 2001) 
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Muchas de estas células coinciden espacialmente en la región anterior y dorsal de la ZSV 

formando una vía llamada vía migratoria rostral (VMR). La VMR lleva al BO más de 30,000 

neuroblastos por día en donde una fracción de estos se diferencian a neuronas granulares y 

perigranulares (Lois C  et al., 1994) (Figura 7). 

 

 

Figura7. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata mostrando en diferentes colores las regiones de la pared del ventrículo 

lateral. La región anterior en (rojo) se encuentra conectada con la región inferior (amarillo) a través del puente intermedio 

(naranja). Las flechas negras indican la migración de células precursoras de neuronas por la vía migratoria rostral  (VMR) hacia 

el bulbo olfatorio en donde las células se organizan de forma radial para alcanzar las capas granular y glomerular. Los números 

indican las coordenadas estéreo táxicas (anterior y posterior). Siglas en inglés: RMS, vía migratoria rostral; OB, bulbo olfatorio; 

M, foramen de Monro; NC, neocorteza; CB, Cerebelo; cc , cuerpo calloso. 

 

 

 La ZSG no tiene contacto con los ventrículos ni con el líquido cefalorraquídeo, se ubica 

en el hipocampo, en la franja interna que delimita a la lámina de las células granulares y el hilus 

(Figura 2). Las principales células progenitoras tienen características de astrocitos e interactúan 

directamente con su progenia. En la ZSG también se encuentran astrocitos con procesos radiales 

prominentes y extienden un proceso tangencial en la base de la ZSG. En algunos estudios se han 

referido a estos astrocitos como progenitores Tipo I que son las células progenitoras principales 

(Seri et al., 2004). Los  progenitores hipocampales  Tipo I (astrocitos radiales) proyectan 

procesos radiales que sirven como guía para que las células granulares viajen a través de la capa 

de células granulares (CCG) del giro dentado (Álvarez-Buylla, et al., 1993), hasta establecerse en 

un lugar de la CCG y a partir de él extender sus dendritas hacia la capa molecular y los axones 

hacia las dendritas de las células piramidales de CA3.  La progenie inmadura de los astrocitos 

radiales se conoce como células tipo D o progenitoras tipo 2 (Kempermann et al.,  2004; Fukuda 

et al., 2003; Seri et al., 2003). Estas se encuentran en racimos y los procesos de los astrocitos 

radiales.  
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A diferencia de la progenia de la ZSV, los astrocitos de la ZSG no migran grandes 

distancias. Éstas células tipo D migran distancias muy cortas en las CCG para formar neuronas 

nuevas granulares (Seri et al., 2004) (Figura 8). 

 

Figura 8. Modelo de la organización de las células en la ZSG en plano coronal astrocitos radiales en azúl, con procesos 

tangenciales desde el hilus. En rojo se presentan a las células D con procesos incipientes que migran pequeñas distancia para 

alcanzar su posición final en la capa granular. (Modificado de Álvarez-Buylla, et al., 1993) 

 

 

 Lo que hasta ahora hemos visto es que las neuronas que se integran de novo en el cerebro 

adulto de mamíferos no se originan de neuronas que se dividieron, sino de células precursoras 

que dan lugar a células con destino de diferenciación neuronal. Esto reivindica el postulado 

original de Ramón y Cajal, en donde afirma que las neuronas no se dividen. La neurogénesis 

ocurre por la división de células progenitoras, con origen en las células gliales, y que tienen la 

capacidad de diferenciarse en neuronas, pero ciertamente las neuronas no se dividen. 
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Capítulo 3 

 

Integración anatómica y fisiológica de las  nuevas  neuronas que nacen en el animal adulto. 

 

Las neuronas nuevas en el GD pasan por una serie de procesos que implican  

proliferación, migración, diferenciación, sobrevivencia, maduración, integración anatómica y 

funcional. Estos eventos son la recapitulación de lo que ocurre en el desarrollo ontogénico, pero 

ocurren más lentamente y con salvedades propias del cerebro adulto que son descritas más 

adelante (Ge et al.,  2007; van Praag 2002). 

  

 Como ya hemos descrito las células progenitoras de las nuevas células granulares se 

encuentran  localizadas en el  hilus donde hay una diversidad de tipos celulares que van desde la 

presencia de astrocitos, oligodendrocitos, así como neuronas inmaduras y maduras generando un 

microambiente que promueve continuamente la proliferación y diferenciación de células. 

 

Las nuevas células granulares están influenciadas por una gran variedad de factores 

moleculares que al liberarse por las células vecinas, estimulan receptores en las células recién 

generadas, y de esta manera inciden sobre su diferenciación e integración (Zhao et al., 2008).  

Los procesos de diferenciación y maduración se han ido caracterizando tanto anatómica como 

funcionalmente principalmente en ratas y ratones (Espósito et al., 2005; Ming y Song, 2005; 

Duan et al., 2008; Zhao et al., 2006; Zhao et al., 2008).  

 

El desarrollo de la anatomía se ha podido observar gracias a la expresión de proteínas 

como la DCX, con la cual se ha observado el proceso de maduración de forma definida (Brown 

et al., 2003). Los procesos dendríticos de las neuronas nuevas, se encuentran al principio en la 

ZSG y conforme pasan los días se comienzan a observar en la CCG (Brown et al., 2003).  

 

Con el uso de marcaje retroviral, que se incorpora únicamente en las células en 

proliferación y expresa la proteína verde fluorescente (GFP) (van Praag et al., 2002, Espósito et 

al., 2005, Ge et al., 2006) ha sido posible observar toda la membrana del cito esqueleto y por lo 

tanto estudiar las proyecciones  dendríticas y axonales de las nuevas células granulares (Espósito 

et al., 2005) (Figura 9). También con el uso de trazadores retrógrados, ha sido posible observar 

que las neuronas nuevas alcanzan las dendritas piramidales de CA3 (Hastings y Gould, 1999). 
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Además se han observado que las células nuevas presentan conos de crecimiento, filipodia y 

crecimiento de espinas dendríticas (Ambrogini et al., 2004). 

 

 

Figura 9. Fotomontaje de imágenes tomadas con un microscopio confocál mostrando el desarrollo anatómico de las neuronas 

nuevas a lo largo de la capa granular. (Las neuronas nuevas están marcadas con la técnica del retrovirus que se visualiza en 

verde). Se observa como la morfología de la célula cambia a lo largo del tiempo y como aparecen las proyecciones, es muy 

saliente la dendrita apical que se adentra en la capa molecular, también se puede apreciar  un cambio en la posición del soma, lo 

que denota una migración de la célula a lo ancho de la capa granular, lo que también ocurre a lo largo del tiempo (Modificado de 

Espósito et al., 2005). 

 

Se observan arborizaciones dendríticas de neuronas localizadas en las capas más cercanas 

a la lámina interior de la capa de células granulares, las cuales pueden alcanzar la capa molecular 

desde las láminas más internas, esto ocurre a las 2 semanas de vida de las nuevas células 

granulares (Esposito et al., 2005, Overstreet-Wadiche 2006). En este periodo post división, las 

neuronas nuevas ya establecieron sus conexiones con las células del hilus (células musgosas e 

interneuronas) así como con las células piramidales de CA3, mientras tanto sigue aumentando la 

complejidad de sus árboles dendríticos (Ge et al., 2007) (Figura 9). 

 

 

 

Figura 10. Diagrama esquemático que representa las divisiones de la capa granular. Se utiliza para  localizar a las neuronas 

nuevas (Espósito et al., 2005). 

 

La distancia máxima que recorren es un rango de 50 a 100 μm aunque no todas migran, 

algunas se mantienen en la ZSG (Kempermann et al, 2003). Hasta ahora no existe evidencia que 

muestre una localización particular de las neuronas nuevas que dependa de su estado de 
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maduración (Figuras 10 y 11). A los 30 días post división las neuronas nuevas muestran 

características de neuronas maduras, observándose más células con un marcador nuclear de 

neuronas maduras por excelencia NeuN que con DCX. Muestran un soma redondo que suele 

localizarse en las capas más internas de la CCG implicando que migraron. Su  proyección axonal 

es conspicua, y se extiende hasta el hilus, presentan un  árbol dendrítico  más complejo con 

espinas dendríticas que  se ubican en las regiones media y externa de la capa granular (Espósito 

et al., 2005). 

              

            A los pocos días después de administrar el marcador de proliferación BrdU (ver Figura 

12), el número de células positivas disminuye dramáticamente hacia a las 4 semanas. El número 

de células BrdU positivas llega a un nivel que se mantiene estable por al menos 11 meses 

(Kempermann et al., 2003). Esto muestra que el número de células que nace decrece en un 80% a 

lo largo del periodo durante el cual se lleva a cabo la diferenciación de las neuronas nuevas, lo 

que sugiere que muchas de las neuronas que proliferan mueren antes de integrarse. Este periodo 

de muerte celular  ha sido observado hasta las 4 semanas post división (Dayer et al., 2003).  

    

  Durante el periodo de integración  a la capa de células granulares del GD, las neuronas 

nuevas pasan por varios procesos a muchos niveles que ocurren en paralelo.  La interacción de 

moléculas sirve como señales clave, para comenzar a desarrollar características típicas de 

neuronas extendiendo dendritas y axones, generando la formación de circuitos (Gascón et al., 

2010). Los circuitos neurales tienen actividad continua dependiente de plasticidad de las 

conexiones sinápticas. Esto implica que a lo largo de la vida existan procesos de reorganización 

o remodelamiento que permiten tanto fortalecer como desestabilizar la formación de nuevas 

sinápsis. Se ha identificado que la relación entre células progenitoras y células inmaduras ocurre 

con la molécula de adhesión celular neural (NCAM) (Gascón et al., 2010). NCAM es un 

miembro de la super familia de las inmunoglobulinas y está involucrada en el reconocimiento de 

superficie celular y puede promover la adhesión  celular a  través de mecanismos dependientes 

de Ca
++

 (Rutishauser U y Landmesser L, 1996). Tradicionalmente se le conoce como un 

mediador de interacciones entre células, de tal forma que se generan anclajes  físicos  entre  ellas.  

Existe un forma que contiene un polímero de ácido  polisiálico conocida como (PSA NCAM) 

que le provee propiedades únicas a la molécula debido a su carga negativa que permite atenuar 

las fuerzas de adhesión y regular, por lo tanto las interacciones celulares (Gascón et al., 2005, 

Gascón et al., 2007). La expresión de PSA NCAM es una característica de los nichos 
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neurogénicos (Bonfanti, 2006). Su expresión está correlacionada con la etapa del desarrollo en 

donde las neuronas nuevas extienden sus procesos y además con el comienzo de su migración 

(Gascón et al., 2005, Gascón,  2007). En el adulto, así como durante el desarrollo del cerebro, se 

ha observado tanto en la ZSV, como en la VMR, que el fenómeno de la apoptosis aumenta hasta 

3 veces cuando no existe NCAM (Gascón et al., 2007), no se sabe si algo similar ocurra en la 

ZSG, pero de forma indirecta alguna evidencia muestra que la PSA puede evitar la muerte 

celular (Hammond et al., 2006).  

 

Ciertos factores tróficos se han visto relacionados con la PSA NCAM y la sobrevivencia 

de las neuronas nuevas. Algunos experimentos han demostrado que el acído polisialico (PSA) 

incrementa la respuesta hacia BDNF. Se sugiere que el PSA dota a  NCAM  la habilidad de 

interactuar o activar  receptores de la membrana celular (Vutskits et al., 2001).   

Otro aspecto que se ha estudiado sobre la sobrevivencia de las nuevas células y PSA NCAM es 

la relación de esta última con el BDNF y sus receptores, en particular el TrkB. Esto debido a que 

la ausencia de PSA-NCAM conlleva a interrumpir la activación cuando PSA-NCAM está 

ausente (Vutskits et al., 2001; Muller E et al., 2000). Otra alternativa que ha sido estudiada es 

que la PSA-NCAM influye sobre el receptor de baja afinidad de  la neurotrofina 3 (NT-3) 

llamado p 75 (Gascon et al., 2005). Por otro lado ya se conoce que las neurotrofínas generan sus 

efectos biológicos a través de 2 tipos de receptores Trk y p75. Existen tres isoformas de Trk, 

TrkA, B y C que se unen principalmente a la neurotrofina llamada factor de crecimiento neural 

(NGF), al factor neural derivado del cerebro (BDNF)-NT4/5 así como la neurotrofina 3 (NT3). 

Muchas acciones mediadas por neurotrofínas se han demostrado dependientes de la activación de 

Trk. El receptor p75 tiene afinidad similar para todas las neurotrofinas y se ha involucrado en 

apoptosis cuando es el único receptor activado. También se ha demostrado que la inhibición de  

cascadas proapoptóticas rio abajo de p75, impiden por completo la muerte neuronal inducida por 

la ausencia de PSA. Estos datos brindan la posibilidad de que la ausencia de PSA en NCAM 

induce un incremento en la activación de las vías de señalización de p75.  Como se viene 

describiendo, se sabe que en  neuronas inmaduras sin PSA-NCAM se expresan niveles altos de 

p75 (Barret et al., 1998; Hirata et al., 2001) y esta evidencia muestra que la falta de PSA-NCAM  

no influencia sobre la actividad mitótica en los nichos neurogénicos, sino que se incrementa la 

muerte temprana de la neuronas inmaduras (Vutskits et al., 2001).  
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 Durante la maduración celular de las primeras proteínas en observarse está la Nestina 

(proteína de filamentos intermedios implicada en el crecimiento del axón) y GFAP (Glial 

fibrillary acidic protein, proteína de filamentos intermedios se utiliza como marcador de 

astrocitos). Las neuronas nuevas que se originan en la ZSG migran una corta distancia de forma 

radial dentro de la CCG y se sugiere que esta migración es controlada por moléculas guía. Estas 

moléculas son proteínas que influyen en la extensión de axones, moléculas de adhesión celular 

como anteriormente se describió NCAM, que regula tanto la proliferación como la 

diferenciación de las células progenitoras a través de factores de transcripción (Amoreux et al., 

2000).  

 

  Al transcurrir los días se pueden observar procesos cortos que se orientan de forma 

tangencial,  y dejan de expresar GFAP, las células son altamente proliferativas y siguen teniendo 

un linaje de célula precursora. Existen grupos de células positivas a Nestina, pero sólo algunas 

expresan el marcador de neuronas inmaduras como III- tubulina y DCX. Esto implica que 

puede haber poblaciones de neuronas inmaduras junto con células precursoras (Kempermann et 

al., 2003). DCX es una proteína asociada a micro túbulos, expresada durante etapas en las que la 

migración neuronal es alta. Se observa desde las 2 horas después de la administración de BrdU 

(Brown et al., 2003), en donde el porcentaje de células granulares en las que se incorporó el 

BrdU y co-localiza la DCX es de 60%. Entre el día 4 y 7 post división el porcentaje aumenta a 

90%. Las células que son DCX positivas se observan en conjuntos, algunas con procesos 

dendríticos bien definidos y localizados al margen de la ZSG en el hilus (Brown et al., 2003; 

Kempermann et al., 2003). El número de células que expresan DCX y que integraron BrdU, 

decrementa después de la segunda semana, de la administración del BrdU, hasta ser 

prácticamente inexistente a la tercera semana, lo que indica que las células dejan de expresar 

DCX durante la maduración de las células, cuando  se vuelven postmitóticas (Kempermann et 

al., 2003).  Las células que son DCX positivas  y que no expresan Nestina, tienen alta 

proliferación. Es en este periodo cuando hay más cambios morfológicos.  Estas células expresan 

PSA-NCAM, que ha sido utilizada para marcar un estado precursor de la neurogénesis 

hipocampal adulta (Gascón  et al., 2010).  



21 

 

 

 

Figura 11. Número de células BrdU marcadas a diferentes periodos después de la inyección de BrdU con colocalización de 

 microtúbulos expresada sólo en neuronas, DCX Doble cortina marcador 

de neuronas inmaduras proteína asociada a microtúbulos, S100B marcador de astrocitos. (Kempermann  et al., 2003) 

 

 

  Como se nombró anteriormente a los pocos días después de administrar el BrdU (Figura 

11), el número de células positivas disminuye dramáticamente; a las 4 semanas después de la 

administración de BrdU, el número de células BrdU positivas llega a un nivel que se mantiene 

estable por al menos 11 meses (Kempermann et al., 2003), esto muestra que el número de células 

que nace decrece a lo largo del periodo durante el cual se lleva a cabo la diferenciación de las 

neuronas nuevas; lo que sugiere que muchas (80%) de las neuronas que proliferan mueren antes 

de integrarse. Este periodo de muerte celular  ha sido observado hasta las 4 semanas post 

división (Dayer et al., 2003).  Se piensa que este fenómeno ocurre como un proceso de control 

preciso para el mantenimiento del número constante de neuronas en el GD, y para el adecuado 

procesamiento de la información en el sistema. Muchos factores ambientales están involucrados 

en la regulación de la muerte celular programada (MCP) también llamada apoptosis. Un ejemplo 

es el estrés, que se ha observado aumenta la muerte de las nuevas células al someter a animales a 

aprendizajes espaciales. Una  nueva experiencia espacial se encuentra llena de agentes 

promotores de estrés generando la muerte de las neuronas nuevas.  (Gould et al., 1997; Dupret et 

al., 2008).  

 

  Las neurotrofinas juegan también un papel en la MCP. El inicio de la MCP ha sido 

evidenciado tras la unión de neurotrofínas al receptor p75, siendo completamente opuesto el 

papel del resto de los receptores para estos factores tróficos que más bien promueven la 

sobrevivencia de las células. Esto ocurre cuando el receptor p75  es el único receptor activado, 
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pero cuando otros receptores neurotróficos se activan por ser de alta afinidad, la MCP no ocurre 

(Binder, 2007). Se piensa que este fenómeno ocurre como un proceso de control preciso para el 

mantenimiento del número constante de neuronas en el GD, y para el adecuado procesamiento de 

la información en el sistema.  

 

 

Figura 12.Secuencia de desarrollo que describe los tipos celulares en  la neurogénesis del GD. Se identifican 6 etapas  que 

pueden ser identificadas en base a la morfología, habilidad de proliferación y expresión de marcadores de neuronas inmaduras y 

maduras como Nestina, GFAP, DCX, calretinina, calbindina y NeuN. (Kempermann et al., 2004). 

 

 

  Durante su etapa temprana post mitótica  (segunda y tercer semana post división) las 

células nuevas expresan NeuN junto con Calretinina que es una proteína asociada al Ca
++

, lo fija 

en el citoplasma generando distintos estados electrofisiológicos. Más tarde esa proteína es 

intercambiada por Calbidina  (proteína reguladora del metabolismo de Ca
++

) que también 

mantiene los niveles de  Ca
++

 intracelular pero  en células maduras. (Kempermann et al., 2004, 

Kuhn et al., 1996) (Figura 12). 

 

  Se sabe que del día 1 al 7 post división las neuronas nuevas son prácticamente silentes, es 

decir  la estimulación extracelular no induce respuesta post sináptica. (Espósito et al., 2005; Ge 

et al., 2006). La conectividad aferente se ha evaluado por la presencia o ausencia de respuesta 

sináptica evocada. Durante el proceso de maduración de las células granulares se han clasificado 

a neuronas silentes o sin respuesta a la entrada sináptica; neuronas con solamente respuesta  

despolarizante ante ácido-γ-amino butírico (GABA)  y neuronas con fluctuación a respuesta 

tanto al  GABA como a glutamato. La respuesta a GABA se modifica por despolarización a 
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hiperpolarización entre las semanas 2 a la 4 después de la división Este intercambio es similar a 

lo observado durante el desarrollo (Ben Ari, 2002) (Figura 15). 

 

En células de tan sólo 3 días de maduración no se observan corrientes sinápticas 

espontaneas  cuando la vía perforante ha sido estimulada. Sin embargo, cuando se aplica un baño 

de bicuculina antagonista específico del recetor GABAA  (GABA A r)  en altas concentraciones 

(100 M) se observan corrientes tónicas implicando que el GABA localizado en el espacio 

intersticial es el generador de este tipo de corriente dado que los receptores GABAA se 

encuentran bloqueados. Esto demuestra que  las nuevas células granulares se activan de forma 

tónica antes de cualquier corriente fásica detectable, que depende de actividad sináptica (Farrant 

y Nusser, 2005). 

 

Si bien se sabe que  GABA actúa durante las primeras etapas de maduración con un 

efecto excitatório, esto ocurre dado que las neuronas nuevas tienen altas concentraciones de 

Cloro Cl
-
  en el citoplasma. La polaridad de la acción de GABA en las neuronas nuevas es 

determinada por la cantidad de iones cloruro en su interior. Existe una expresión secuencial de 

los transportadores de Cl
-
 que se cree son los responsables de transformar la función del receptor 

a GABA que va de depolarizante a hiperpolarización (Ge et al., 2006; Ge et al., 2008). Se sabe 

que en células que expresan DCX hay altos niveles de un importador de Cl
-
   (NKCC1)  y bajos 

niveles del exportador de Cl
-
 KCC2. Esto hace que en las neuronas nuevas GABA sea 

depolarizante durante el periodo temprano del desarrollo de estas células, en las que se encuentra 

un alto contenido intracelular de Cl
-
. El receptor a GABA se convertirá en hiperpolarizante 

alrededor de las 4 semanas de maduración. (Ge et al., 2006).  

 

  La excitabilidad  incipiente de las neuronas nuevas ha sido evidenciada también por la 

pequeña amplitud de sus potenciales de acción. En el 2002, van Praag, caracterizó en rebanadas 

de cerebro de ratón la respuesta al input de las neuronas nuevas y observó que en etapas 

tempranas de su desarrollo presentan propiedades pasivas de la membrana características de 

neuronas jóvenes. Durante las etapas tempranas de maduración las neuronas muestran una 

Resistencia al input  (R input)  alta y una baja Capacitancia de la membrana  (C m) que son 

características típicas de neuronas inmaduras en el cerebro en desarrollo. Conforme pasa el 

tiempo,  la R input  decrementa y la Cm  incrementa hasta llegar a niveles que son característicos de 

neuronas maduras. A las nuevas células les lleva de 4 a 7 semanas para ser completamente 
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indistinguibles de las células pre existentes. En esta etapa las células debieron ya de haber 

llegado a su localización anatómica final. 

 

Se ha descrito que existe un periodo crítico en donde las propiedades neuronales son 

particularmente susceptibles a modificaciones por la experiencia, volviéndose irreversible 

después de este periodo de maduración. Estos procesos son fundamentales para el 

establecimiento de circuitos neurales durante el desarrollo del cerebro (Hensch, 2004). En las 

neuronas maduras, existe un periodo crítico en el que se determina su destino de vida o muerte, 

el cual sabemos, como se describió anteriormente, dura aproximadamente entre 4 y 6 semanas, 

durante las cuales en ausencia de estimulación externa, la mayoría de las neuronas que nacen 

(80%) muere (Kemperman, et al., 2003).  Pero durante esta etapa, las neuronas nuevas 

compensan su fragilidad, incrementando su plasticidad. Se ha observado que con estimulación 

que simula la actividad de disparo de las células de lugar cuando disparan en su campo receptivo 

espacial (Theta Burst Stimulation o TBS), se estudió si las neuronas de 4 meses de edad 

presentaban una potenciación a largo plazo como producto de esta estimulación. Se distinguieron 

3 tipos de TBS, una de baja frecuencia, como la actividad en la periferia del campo receptivo 

espacial, la otra de frecuencia media, como la que se observa alrededor del centro del campo 

receptivo espacial y una de alta frecuencia como la que se presenta en el centro del campo 

receptivo espacial (Esto es descrito más adelante en el Capitulo 4). 

 

 Se observó así que en las células nuevas de un mes de edad, pero no así las de 4 meses,  

un incremento en la respuesta post-sináptica excitatória, incluso con las frecuencias bajas, 

mientras que en las células granulares pre-existentes o en las de 4 meses, la potenciación de la 

respuesta post-sináptica sólo se observó con la frecuencia más alta (Schmidt-Hiebber, et al., 

2004). Esto mostró que las neuronas nuevas granulares presentan una plasticidad incrementada, 

lo que probablemente les permite integrarse a la red del hipocampo.  

 

Un grupo de elementos de suma importancia que medía la plasticidad sináptica en el 

hipocampo son los receptores a glutamato N-metil-D aspartato (NMDA) (Nácher et al., 2007). 

Los receptores a NMDA son ionotrópicos; están constituidos por un complejo de proteínas 

formando tres subunidades NR1, NR2 y NR3, se expresan claramente durante el desarrollo del 

sistema nervioso y al parecer están asociados con una plasticidad sináptica aumentada (Nácher et 

al., 2007). Se ha descrito que la subunidad NR1 es necesaria para la formación de canales 
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funcionales (Schoepfer et al., 1994) del tipo NR2, de los cuales existen 4 miembros NR2A, 

NR2B, NR2C, NR2D que parece modulan propiedades de los receptores NMDA (Monyer et al., 

1994). En las neuronas nuevas que se integran en el cerebro del animal adulto, pasa algo 

semejante. Los receptores a NMDA se expresan desde las etapas tempranas del desarrollo de las 

neuronas nuevas o en neuronas inmaduras, y se considera que la activación de los receptores 

NMDA regula varios mecanismos de integración en la neurogénesis en el cerebro adulto 

especialmente son relevantes para la sobrevivencia de las neuronas nuevas (Carleton et al., 2003; 

Nácher et al., 2007). 

 

 

Figura 13. De izquierda a derecha. Representación esquemática mostrando la maduración de las neuronas nuevas. Morfología, 

excitabilidad, aferencias sinápticas y conectividad con corrientes postsinápicas. 

En negro se muestra la actividad eléctrica incipiente. En naranja se muestran las entradas GABAérgicas que son las primeras en 

hacer responder a las neuronas nuevas. En morado se muestran las entradas de Glutamato, esto ocurre una vez que las células 

tienen los receptores para este neurotransmisor. En verde difuminado son los receptores a glutamato y en morado difuminado los 

receptores a GABA. También se muestra el desarrollo de las dendritas y su posición en la CCG del GD (Esposito et al.,  2005). 

 

 

 La plasticidad sináptica en neuronas nuevas ha sido estudiada con el retrovirus que se 

mencionó anteriormente (van Praag et al., 2002).  Se observó que durante el periodo crítico para 

la sobrevivencia de las neuronas nuevas, éstas muestran una mayor plasticidad sináptica, lo que 

depende de una expresión temprana y abundante de receptores NR2B en las neuronas nuevas (Ge 

et al., 2007). Es muy importante mencionar que este método de marcaje celular no es el más 

indicado para realizar conteos o registros celulares dado que la probabilidad de que se incorpore 

el virus es muy  baja.  

 

 Existen numerosos factores intracelulares que controlan la proliferación de las células 

pluripotenciales así como de su progénia. De entre los factores genéticos que inducen 

neurogénesis y morfogénesis embrionaria, varios como Notch, BMP, Eph/efrinas, Nogginn se 
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sabe que también participan regulando la proliferación y diferenciación de zonas neurogénicas en 

adultos (Álvarez-Buylla y Lim, 2004).  Por ejemplo la expresión de receptores como las efrinas 

permite la comunicación célula-célula, regulando la proliferación celular. Estos receptores junto 

con sus ligandos se han visto implicados en la guía axonal y durante el desarrollo del SNC, así 

como durante la neurogénesis en el adulto (Holmberg et al., 2005). 

 

Entre los sistemas de señalización celular que regulan la neurogénesis está una proteína 

que controla la transcripción y que es importante durante el desarrollo, es conocida como Sonic-

hedgehog y está involucrada en el mantenimiento de las células progenitoras en los adultos (Laik 

et al., 2003). También el sistema de señalización Wnt además de ser importante para la 

comunicación celular, se sabe aumenta la proliferación del DG en animales adultos (Ie, et al., 

2005).  La vía Wnt es mediada por varios genes que son factores de transcripción como la 

familia LEF/TCF. En particular se ha encontrado que la expresión de Lef1 durante el desarrollo 

es esencial para la formación del cerebro en ratones. Y si no se expresa, los animales no tienen 

GD, teniendo un conjunto de células gliales e interneuronas en dicha región (Galceran et al., 

2000). También se sabe que la secuencia de factores de transcripción para el desarrollo cortical 

Pax6- Neurog2-Tbr2-Neurod1-Tbr1, se encuentra en regiones neurogénicas del cerebro adulto. 

Pero, factores que regulan la neurogénesis en el adulto no son relevantes durante el desarrollo. 

(Kempermann,  2011). Es por eso que no se puede considerar al fenómeno de la neurogénesis en 

adultos sin la neurogénesis que ocurre durante el desarrollo, dado que muchos mecanismos se 

comparten. 

 

Se considera que durante el desarrollo del organismo, la neurogénesis es controlada, es 

decir, que es determinada por diversos programas genéticos; mientras que en el sistema nervioso 

adulto se encuentra regulada, lo que indica que en el SNC del animal adulto intervienen otros 

factores como el ambiente y la experiencia (Gilbert, 2006).Hemos visto que las neuronas nuevas 

en el GD llegan a tener características de neuronas maduras del SNC, poseen una anatomía 

normal que les permite generar sinápsis eficientes, presentan potenciales de acción en respuesta a 

estímulos sinápticos tanto inhibitorios como excitatórios y son capaces de liberar los 

neurotransmisores clásicos (Song et al., 2002).  
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También podemos concluir que el proceso de integración de las neuronas nuevas en el 

cerebro adulto y los mecanismos que le subyacen, son semejantes a los que ocurren en el cerebro 

en desarrollo, con ciertas salvedades. Lo que es muy claro es que es un proceso más lento, 

probablemente porque las neuronas nuevas se tienen que integrar a una red previamente 

existente.  
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Capítulo 4 

 

La neurogénesis en el hipocampo, ¿porqué es tan relevante? 

 

 

Lashley en 1930, interesado en encontrar a una estructura responsable de la integración 

de la memoria  hubiera visto con gran interés al paciente Henry Gustav Molaison  (HM), quien 

tras sufrir de epilepsia intratable fue intervenido para remover la región medial del lóbulo 

temporal. En dicha intervención le fue exteripado el hipocampo casi en su totalidad, la corteza 

entorrinal y la amígdala. El efecto de la cirugía en su memoria fue dramático e inmediatamente 

evidente (Scoville y Milner, 1957, 2000). El paciente fue ampliamente estudiado por Brenda 

Milner, alumna de Donald  O´Hebb, quien se encontró con el caso histórico de HM. La 

caracterización neuropsicológica de su déficit cognitivo fue exhaustiva y sistemática, lo que 

demostró una profunda amnesia para todos los eventos que ocurrieron después de la cirugía, 

mientras que los eventos que ocurrieron 19 meses previos a la cirugía eran recordados 

perfectamente. De esta manera, Scoville y Milner, concluyeron que el hipocampo era una 

estructura cerebral crucial para la formación de la memoria de eventos recientes, sin dejar de 

reconocer la contribución que la amígdala y la corteza podrían tener (Scoville y Milner, 2000).  

 

Posteriormente se estudiaron otros casos en donde solamente se había removido o 

lesionado el hipocampo. En ellos se observaba incapacidad de adquirir nueva información, pero 

el déficit era menos severo que el que mostró HM. La incapacidad de HM de recordar eventos 

previos a la cirugía mostraba evidencia de lo que se conoce como amnesia retrógrada, mientras 

que la incapacidad de formar nuevas memoria se conoce como amnesia anterógrada. La 

experiencia con los pacientes humanos estimuló el desarrollo de modelos animales de lesión 

hipocampal así como de pruebas de memoria episódica y declarativa (no se considera semántica 

en animales). El caso de HM ha sido sólo uno de tantos que han permitido establecer que la 

memoria ocurre gracias a la existencia íntegra de varias estructuras (Scoville y Milner, 2000).  

 

Para poder conocer los alcances de lesiones en el cerebro y su repercusión en la memoria 

se han llevado a cabo diversas aproximaciones en modelos animales para intentar dilucidar cómo 

es que la información es procesada y después recordada. Se han realizado lesiones a muchos 

niveles desde físicas hasta farmacológicas, tanto en primates como en roedores. 
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Algunas concepciones actuales de la memoria episódica enfatizan que existe organización 

temporal de la secuencia de eventos mientras estos van ocurriendo en el espacio y tiempo 

(Tulving E, 2002). Las representaciones de eventos se componen de la asociación entre objetos, 

acciones y lugares; así un episodio está compuesto de una secuencia de eventos única. 

Actualmente se conoce que el hipocampo procesa esas secuencias de eventos que componen un 

episodio (Eichenbaum H, 2007). La memoria episódica también implica la capacidad de 

distinguir entre secuencia de eventos que comparten elementos comunes (Fortin et al., 2002, 

Kesner et al., 2002). Dado que existen 2 vías por las cuales la información llega al GD (este 

punto es descrito más adelante), la corteza y los Cuernos de Ammon, algunos estudios 

computacionales han sugerido que el GD debe de tener una habilidad de eliminar la ambigüedad 

proveniente de dichas regiones, lo que es una función crítica para la formación de la memoria 

episódica (Levy W.B., 1996).   

 

El hipocampo es una estructura de especial interés cuando hablamos de memoria. Tiene 

una participación fundamental en la integración de memoria episódica (Scoville y Milner, 1957; 

Milner y Penfield, 1955;  Nadel y Moscovitch, 1997; Eichenbaumy y Cohen, 1988), la cual 

resulta de la integración de información multimodal con la que se representa el tiempo y el 

contexto espacial, lo que conocemos como ubicación espacio-temporal. La memoria semántica 

se forma a partir de la memoria episódica y este proceso depende de la función hipocampal 

(Milner, 1972; Nadel, 1987) y su interacción con la corteza (Nadel y Moscovitch, 1997). Un tipo 

de memoria episódica es la memoria espacial que involucra una interacción directa con el 

ambiente para realizar distintas conductas, como lo es el forrajeo, búsqueda de comida, y de 

pareja, que son conductas básicas para la sobrevivencia del individuo. Mientras que la memoria 

semántica es la que nos permite identificar y clasificar estímulos, acciones, objetos, ideas y 

construir relaciones complejas entre ellos (Quillian, 1968; Tulving, 1972). 
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4.1 Neuroanatomía y características funcionales del Hipocampo  

 

El hipocampo es una estructura que funciona como una red neuronal que lleva a cabo 

procesamiento de información (Marr, 1972). Esta compuesto de elementos particulares bien 

descritos y sus características neuroanátomicas son bondadosas para su estudio. El nombre de 

esta estructura deriva de su forma que es semejante a un caballito de mar, en griego  Hippos = 

Caballo, Kampi=curva. Todos los mamíferos presentan en su encéfalo a la formación 

hipocampal de forma bilateral; es decir un hipocampo por hemisferio.  

 

En mamíferos se localiza por debajo de la corteza, pero no es considerado como una 

estructura subcortical, en realidad se le considera una corteza, la corteza antigua o arquicorteza. 

Esta estructura en humanos se encuentra invaginado en el lóbulo temporal y se extiende 

temporo-septalmente. La porción temporal es la que presenta el mayor volumen y al final de esta 

sección se ubica la amígdala. En el hipocampo se reconocen 3 capas celulares  a diferencia de la 

neocorteza cerebral que tiene 6. (Figura 14).  

 

 
Figura 14 Anatomía del hipocampo A) Dibujo de Lorente de Nó mostrando las 3 capas de la Arquicorteza. B)  Caballito de mar 

en donde se muestra la supuesta similitud con la estructura cerebral. C) Cortes coronales del hipocampo vista dorsal a ventral D) 

Ubicación del hipocampo en el cerebro de rata. 
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Recibe entradas de  los lóbulos frontales y los temporo-parietales (Squire y Zola- 

Morgan, 1988). Dadas estas características, el hipocampo tiene disponible información 

multimodal que ha sido procesada a lo largo de diferentes vías sensoriales interconectadas. 

Asimismo le llegan entradas adicionales provenientes de la amígdala y por vías separadas, vías 

de sistemas colinérgicos y otros sistemas regulatorios. Un sistema divergente extenso de salidas  

permite que el hipocampo tenga retroalimentación en la mayoría de las áreas de las cuales recibe 

entradas (Figura 15). Como se refirió anteriormente, varias estructuras resultan implicadas en 

estas lesiones y todas comparten el procesamiento del flujo de información cortical hacia otras 

estructuras del cerebro. La amígdala proyecta al hipocampo de forma directa desde el núcleo 

basal hacia CA1, CA2 y CA3, también como al subículo y el parasubículo. Y de forma indirecta 

desde la región parvicelular, se proyecta hacia la corteza entorhinal (Pikkarainen et al., 1999). 

 La información es procesada en el hipocampo por una vía unidireccional bien distinguida; 

axones provenientes de la capa 2 de la CE llegan a las células granulares del Giro Dentado (GD) 

por la vía perforante (VP) y siguen hasta hacer sinapsis con las dendritas apicales de las células 

piramidales de los Cuernos de Ammon 3 (CA3). Un grupo independiente de fibras proyecta 

desde la CE de forma directa hacia los Cuernos de Ammon 1 (CA1) (Figura 15). 

 

Las proyecciones axonales extrínsecas de CA3, las colaterales de Schaffer proveen una 

entrada mayor de las células de CA1 que son más pequeñas que las de CA3. En términos de 

números de células, la información parece que fluye del GD  hasta un cuello de botella que es 

CA3 y después esparcida en CA1.  La salida de CA1 regresa vía el subiculum a la CE en donde 

es redistribuida en áreas neocorticales. Además de las numerosas conexiones de las colaterales, 

otra característica de CA3 es la presencia de 2 entradas principales provenientes de la vía 

perforante (VP) y de las fibras musgosas (FM). La VP se origina de la corteza entorhinal (CE), 

que es una estructura que funciona como la estación principal hacia el hipocampo; las FM son las 

proyecciones axonales de las células granulares del GD. Mientras las células granulares reciben 

la mayoría de sus entradas de la CE;a las FM  les llega en general la misma información pero 

haciendo un relevo en el GD. Por lo que ha sido intrigante el entendimiento de la función de esta 

doble proyección (Fig 15). La principal proyección al hipocampo proviene de la corteza 

entorrinal (CE), la cual tiene proyecciones multimodales y unimodales provenientes de áreas de 

asociación y llegan al hipocampo a través de la coreteza perirhinal  (CPR) que envía una 

proyección a las capas I-III de la parte dorsolateral de la CE. Las capas II-III originan 

proyecciones hacia la región septal del GD. Las capas V y VI de la CE dorsolateral reciben 
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proyecciones de niveles septales del hipocampo y del subiculum, generando y regresando 

proyecciones a la Neo corteza (NC). De este modo la información  que llega a las capas 

superficiales de la CE es transmitida al GD y al Hipocampo, y regresa por las capas profundas de 

la CE  para después dirigirse a la Neo corteza (NC) (Figura 15). 

 

 

 

Figura 15 Hipocampo y sus principales aferencias. Línea rosa, fibras provenientes de la corteza entorrinal que conectan con las 

dendritas de las células granulares; eferencias: línea verde, fibras que retornan desde el subiculum hasta la corteza entorrinal; 

líneas rojas fibras musgosas que conectan las células granulares con las células piramidales de CA3, conservando la estructura 

trisináptica en el giro dentado. DG (Giro dentado), Sb (Subiculum). MF (Fibras musgosas),  PP (Vía perforante), LEC (Corteza 

entorrinal lateral), MEC (Corteza entorrinal medial). 

 

La entrada proveniente  de la CE, como se ha venido describiendo, es dispersa y  llega al 

GD a una capa extensa de células con propiedades de disparo escaso, lo que permite que cada 

célula granular cargue una pequeña y distinta fracción del total de esa entrada.  Tanto el nivel 

escaso de disparo de las células granulares como su  poca conexión con  las piramidales de CA3, 

que producen  la segregación de entradas de la corteza, podría mantenerse mientras entran a la 

red de CA (Leutgeb et al.,  2005, 2007). Se ha descrito que la función del GD es la de separar 

patrones, esto se refiere a la operación en que patrones sobrepuestos o comunes, generados por 

entradas o experiencias distintas se transforman en patrones no sobrelapados  de salida. A través 

de esta acción, los estímulos que activan una población común de neuronas se generan para 

activar poblaciones separadas de neuronas en CA3. Ésta es la forma en que el SNC reactiva 

representaciones del mundo exterior en un ambiente que se modifica continuamente.  

 También esto ha sido definido como ortogonalizar episodios, es decir hacer diferentes a las 

experiencias.  
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Figura 16. Esquema mostrando la circuitería básica del hipocampo. Corteza entorhinal (CE), vía perforánte (vp) Giro dentado 

(GD), fm (fibras musgosas), cs (colaterales de Schaffer), CA1, CA3. (Modificado de DEI Lab) Las células granulares son 

círculos negros, y las piramidales son triángulos negros. 

 

Los cuernos de Ammon, junto con el GD son parte del hipocampo propiamente o de la 

formación hipocampal. Algunos sin embargo consideran también al subiculum como parte del 

hipocampo (Riegert et al., 2004). Incluso las cortezas vinculadas al hipocampo, como la corteza 

entorhinal, pueden considerarse por algunos como parte de la formación hipocampal. Nosotros 

consideramos  al hipocampo como los Cuernos de Ammon que contiene células piramidales o 

Cuernos de Ammon (CA)  y el GD formado de células granulares. A continuación se  explica 

con detalle las estructuras que le  proyectan y el cómo se conecta esta red. (Figura 16). 

 

 La principal población celular del GD son las células granulares que son una estación 

paralela a las células ce CA3. Las células piramidales de CA3, reciben en sus dendritas apicales 

proyecciones directas provenientes de la capa 2 de la corteza entorhinal y esas proyecciones 

también hacen sinápsis con las dendritas de las células granulares que mandan información por 

medio de sus axones llamados fibras musgosas (FM) a CA3 donde las fibras hacen contactos 

escasos pero fuertes cerca del soma de las células piramidales. Las preguntas que han surgido 

son: ¿Para qué sirve esa estación? ¿Qué tanto se duplica la información en CA3? 

 

Al igual que otros circuitos corticales el circuito hipocampal es altamente dinámico y 

tiene la capacidad de  modificar su conectividad cambiando el número de contactos sinápticos en 

una manera dependiente de actividad. Las conexiones en el hipocampo pueden ser añadidas, 

fortalecidas, debilitadas o eliminadas en respuesta a actividad neuronal (Ramírez-Amaya et al., 

1999, Moser et al., 1994).  
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Así como se describió la importancia de la integridad del hipocampo en casos en 

humanos, existen modelos animales de lesiones del hipocampo que impiden el recuerdo pero no 

la adquisición de tareas espaciales en el laberinto acuático de Morris (LAM) (Morris et al., 

1982). Edvard Moser, en 1998,  logró identificar las porciones del hipocampo involucradas entre 

tareas espaciales, evidenciando que el 70 % de la región dorsal del hipocampo como necesaria 

para adquirir de forma satisfactoria procedimientos espaciales. Se ha descrito que la integración 

de señales de las diferentes porciones del hipocampo puede depender de sus conexiones 

longitudinales (Amaral y Witter, 1989). Lo que sugiere que el aprendizaje ocurre en 

agrupaciones de neuronas, y es concebible que las células que participan en la codificación de la 

memoria de lugar se encuentren más distribuidas cuando el hipocampo se encuentra íntegro 

(Moser et al., 1998).  

 

Todos los subcampos del hipocampo contienen neuronas que son moduladas por la 

localización del animal en un ambiente (Barnes et al.,  1990). Se creía que las señales de lugar 

dependían de cálculos dentro de la red del hipocampo (Quirk et al., 1992), pero se cuestionó 

mucho este punto de vista al hacer lesiones del GD y de CA3, porque se  seguían  observando 

disparos en CA1, planteando la posibilidad de que la información espacial llegaban a CA1 por el 

camino directo de la proyección de la vía perforante, en las capas II y III de la CE medial 

(McNaughton et al., 1989). Lo que se encontró fue un conjunto de disparos sintonizados con el  

espacio, similar a las células de lugar pero con la diferencia de ser múltiples disparos para cada 

célula que se arreglan de forma triangular. Se les llama células gradilla, implicando una 

representación de todo el ambiente (Hafting et al., 2005). Estas se encuentran ubicadas en la CE 

medial y proyectan a CA1. En conjunto, las células en gradilla señalan el cambio de posición del 

animal con una precisión similar a la  proporcionada por las células de lugar (Hafting et al., 

2005). Se cree que la convergencia de varias células en gradilla con una sola neurona de los 

cuernos de Ammon  es suficiente para dar lugar a las propiedades de las células de lugar (Canto 

et al, 2008). Asímismo lesiones en esta área están relacionadas con déficits en ciertos aspectos de 

memoria dado que proyectan a CA1. 
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Figura 17. Ejemplos de registros electrofisiológicos mostrando a los campos receptivos espaciales en donde las 

células disparan dependiendo de la localización en el ambiente del animal. A) Registro electrofisiológico  de una 

célula de lugar en CA de una rata en un ambiente redondo. B) Registro de electrofisiológico mostrando lugares en 

donde dispara una célula en gradilla de la CE. Los colores muestran la frecuencia de disparo para un campo 

receptivo espacial. Rojo es una frecuencia de 12 HZ y azul  de 0 Hz. 

 

 

 

4.2 Modelos de procesamiento de información en el hipocampo 

 

Ya se ha descrito el papel mnemónico del hipocampo en tareas en donde los sujetos 

requieren recordar su localización en el espacio. En roedores, registros electrofisiológicos  de las 

células piramidales y granulares muestran patrones de actividad relacionados a un lugar en 

particular durante la exploración de ambientes espaciales y se les conoce como células de lugar 

(O´Keefe y Nadel, 1978) (Fig. 17).  Se observan campos receptivos espaciales (patrones  de 

actividad de las células de lugar), más definidos en esta área septal que en la región ventral 

donde los campos son muy grandes y su disparo es de menor frecuencia (Moser et al.,  1998). 

Varios modelos del cómo es procesada la información junto con estudios clínicos han servido 

para tener una idea sólida de cómo se procesa la información y cómo es recuperada. 

 

Edward Tolman en  1940 fue el primero en proponer la generación de mapas internos del 

mundo exterior, es decir la formación de memorias de episodios. Estudiaba los mapas cognitivos 

en animales y humanos.  Demostró que los animales pueden aprender hechos o eventos del 

mundo y que lo podrían utilizar de forma subsecuente en otras experiencias.  

 

 



36 

 

En 1949, Donald O´Hebb, psicólogo canadiense, emitió la primera descripción elaborada 

de mecanismos por los cuales poblaciones de neuronas podrían subyacer una gran variedad de 

funciones cerebrales.  Mostró por un lado oposición a los principios del conductismo radical y  

por otro, enfatizó qué ocurre entre el estímulo y la respuesta  de procesos de alto nivel como la 

percepción, pensamiento y aprendizaje. Publicó un libro llamado ¨La organización del 

comportamiento¨ en el cual pretende tender un puente entre la neurofisiología y la psicología 

describiendo mecanismos de plasticidad sináptica. Hebb utiliza el concepto de ensamble como 

un conjunto de células disipado capaz de activarse brevemente ante un evento. Su visión 

implicaba que  sólo una neurona no puede procesar información por lo que no se podría encausar 

alguna acción. De hecho sugiere que neuronas individuales pueden participar en distintos 

ensambles estando envueltas en varias representaciones. Actualmente las nuevas técnicas de 

registros electrofisiológicos permiten obtener registros  simultáneos de hasta cientos de neuronas 

al mismo tiempo, lo que ha renovado las propiedades de los ensambles neuronales propuestas 

por Hebb (Figura 18).  

 

 

 

 

Figura 18.  Conexiones sinápticas y conexiones recurrentes. En la sección izquierda de la figura se muestra un conjunto de 

neuronas en las que B, D y X representan conexiones recurrentes que conducen la estimulación hacia las mismas células de 

donde se originó, lo cual significa que el circuito reverbera por un tiempo. En el panel de la derecha se esquematiza un ensamble. 

Las flechas constituyen la dirección y los números, la secuencia de los potenciales de acción entre las neuronas del circuito. Con 

esto se logra mostrar la posibilidad de una alternancia en la reverberación por rutas en paralelo funcional, que permiten al 

ensamble mantenerse activo por más tiempo (Modificado de Hebb, 2002).   

 

 

Por su parte, David Marr, en 1971, realizó una integración de modelos psicológicos, de 

inteligencia artificial y neurofisiología para hacer un modelo sobre el procesamiento de 

información visual.  Él propuso que para conocer al cerebro se requiere de un entendimiento de 

los problemas con los cuales éste se enfrenta y las soluciones que  encuentra. También tiene una 
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visión general del papel del hipocampo en la memoria contemplando tanto la estructura 

anatómica como la visión psicológica de la estructura.  Suponía que el hipocampo actuaba como 

un contenedor temporal de memoria. En donde los  eventos son representados por patrones de 

actividad en unas poblaciones selectas de neuronas y de forma subsecuente la presentación de 

una pequeña parte de lo previamente establecido debe de permitir la reconstrucción completa del 

evento en términos de actividad celular. El modelo conceptual básico de Marr es la combinación 

de elementos del aprendizaje asociativo y el aprendizaje competitivo. En donde cada evento es 

representado por un patrón de actividad particular en las fibras de entrada de las células A. La 

ocurrencia de un evento causa el mapeo para construir en un segundo conjunto de células B 

sobre las cuales proyecta el grupo A con modificaciones en las sinápsis entre ellos. También 

describe que es posible que haya capas intermediarias, en dónde las células del grupo B regresan 

conexiones para contactarse con A, a través de modificaciones sinápticas. Durante el proceso de 

recuperación de la información un evento almacenado debiera ser suficiente para activar a 

células de B que originalmente respondían al almacenaje  para recrear el patrón completo 

original de disparo sobre la población de A. Las células de B responden en patrones de actividad 

que corresponden a partes de patrones ya establecidos. Marr describe la necesidad del porqué 

una estructura especializada en almacenaje transitorio es necesaria y supone que es una unidad 

complementaria a la neocorteza responsable de almacenaje instantáneo de nuevos datos mientras 

van llegando. Propone que la función de las células piramidales de la neocorteza es reconocer y 

clasificar la información que se va incorporando,  así como descartando información de acuerdo 

a la relevancia que tenga con respecto a la experiencia del animal. En su artículo del hipocampo, 

argumenta que sería ineficiente establecer información transitoria en una memoria permanente 

de la neocorteza hasta que se sepa qué características de la nueva información son requeridas.  

 

Igualmente, la conectividad neocortical puede que no sea lo suficientemente extensa para 

permitir asociaciones entre 2 células piramidales. Marr pensaba en términos de estados discretos 

de memoria, habiéndose dedicado en gran parte a cálculos sobre capacidad mnemónica, teniendo 

que considerar al mismo tiempo la actividad neuronal escasa del cerebro. De forma tal que para 

poder recuperar cada memoria a partir de piezas o claves surge un efecto colateral que es el papel 

potencial  en el completamiento de patrones de conexiones recurrentes de CA3. Es curioso que 

Marr nunca otorgara un papel para el GD durante el procesamiento de información. 
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A principios de los años 90 Treves y Rolls formularon un modelo de almacenamiento de 

memoria en dpnde al circuito de CA3 se la asigna un papel de formar memorias de eventos 

discretos. Y postulan que para cualquier evento nuevo que ha sido memorizado  existe un patrón 

de disparo de las células piramidales de CA3 y que su alta conectividad intrínseca formada por 

los axones colaterales de CA3  hacia otras células en CA3  permite el inicio de la recuperación 

de un episodio completo por la activación de pequeñas unidades que forman partes de esas 

representaciones. CA3 es considerado que opera de forma auto-asociativa, es decir  que se 

recuperando  patrones de activación completos a partir de patrones de entrada, en donde cada 

uno de los patrones de entrada  forma una asociación con el patrón correspondiente de salida. 

Representaciones neuronales de diferentes eventos o episodios experimentados por el organismo 

serán establecidos y serán recuperados con una muestra de actividad neural. Rolls ha propuesto 

que la razón por la cual el hipocampo procesa tanto memoria de tipo espacial y no espacial es  

porque el procesamiento de estas memorias es, hasta cierto, punto análogo. Sugiere que en el 

momento en que la información se encuentra siendo procesada, CA3 actúa de forma auto-

asociativa, permitiendo a las neuronas de CA3 generar episodios y  escenas espaciales. El 

termino auto-asociativa se refiere a que las conexiones tienen la capacidad de modificarse en 

donde la fuerza de una conexión corresponde con la eficiencia sináptica (Hebb, 1940). Este 

fenómeno implica la capacidad de recuperar una memoria completa a partir de un simple 

elemento que la conforma.  

 

 La adición de neuronas en esta área provee una dimensión plástica distinta a la circuitería 

hipocampal existente (Schinder y Gage, 2004).  Es por eso necesario conocer cómo ocurre este 

fenómeno. 

 

 

4.3 Neurogénesis en el giro dentado y su papel en la memoria 

 

Las condiciones en las que la nuevas células granulares sobreviven se han ido descrito en 

varios estudios, en los cuales, se ha demostrado que durante las primeras 4 semanas de vida se 

determina el destino de sobrevivencia de estas células (Kempermann et al., 2003). Se ha descrito 

que en un día el número de nuevas células observado es de 9000 (Cameron and McKay, 2001). 

Este número disminuye dramáticamente después de 2 semanas, llegando a  un decremento del 80 

% de la población de las nuevas células(Gould y Gross, 2002, Kemparmann et al., 2003).                           
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Se ha demostrado  que la estimulación de los animales con tareas dependientes del hipocampo 

incrementa la sobrevivencia de las nuevas células cuando dichas conductas ocurren hacia los 10 

días después de que dichas células nacieron (Gould et al., 1997; Gould et al., 1999). Esto nos 

sugiere que las nuevas células podrían incorporarse funcionalmente a la red gracias a la 

conducta, pero sí éste es el caso, las células deben de ser capaces de responder a la conducta en 

dicho periodo de su maduración.  Se ha confirmado que la sobrevivencia de las neuronas nuevas 

es regulada por la experiencia del animal. Después de 4 semanas de la administración de BrdU, 

se observaron muchas neuronas nuevas después de un periodo largo en un ambiente enriquecido 

(Kempermann et al., 1997).  En este experimento se sugiere que el ambiente enriquecido 

proporciona diferentes posibilidades plásticas para la generación de mapas espaciales en 

comparación con vivir de forma aislada en una caja (van Praag et al., 2000).  

 Estudios subsecuentes han examinado si el aprendizaje afecta la sobre vivencia  de las nuevas  

neuronas, encontrándose resultados contradictorios,  en unos casos  mueren y en otros 

sobreviven a largo plazo. Es posible que  esto sea por las técnicas empleadas en la 

administración del BrdU, es decir, las neuronas nuevas han sido marcadas en diferentes tiempos 

en relación a la conducta, postulándose de esta forma un periodo de crucial importancia entre la 

regulación dependiente de experiencia y la sobrevivencia de las neuronas nuevas. 

 

Para conocer el papel de las neuronas nuevas en el procesamiento de información 

hipocampal, se han llevado a cabo experimentos en los cuales la división celular ha sido 

bloqueada con diversas técnicas. Shors y colaboradores, en el 200, utilizaron un antimitótico 

llamado acetato metilazometanol (MAM), el cual provocó un déficit en una tarea dependiente del 

hipocampo, condicionamiento de parpadeo que es una tarea en donde el animal debe de asociar 

estímulos separados en el tiempo. Lo interesante es que este procedimiento sólo afecto a este tipo 

de  aprendizaje y no al condicionamiento de miedo al contexto, ni a la memoria de una tarea 

espacial en el (LAM).  La contribución de las neuronas nuevas también ha sido evaluada con  

radiación de rayos gama ()  (Snyder et al., 2005), en donde  se observa depleción especifica de 

neuronas nuevas y el resultado conductual es que los animales si pueden adquirir la tarea en el 

LAM. El efecto que sí fue observado fue que la inducción de LTP en estos animales es más bajo.  
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Esto debido a que es necesario la subunidad NR2B del receptor N-metil D-aspartato 

(NMDA), que es fundamental para la memoria y plasticidad a largo plazo.  

Otro acercamiento ha sido el uso de lentivirus  (Jessberger et al., 2009) en donde se inhibió la vía 

de WNT que está críticamente relacionada con la generación de neuronas nuevas. Se encontró un 

efecto dependiente del nivel de neurogénesis para la retención de una tarea en el (LAM). En 

donde niveles bajos de neurogénesis estuvieron relacionados con peor ejecución en la tarea. De 

esta manera, la tarea de reconocimiento de objetos mostró déficits. 

Todos estos experimentos de ablación muestran relaciones directas o indirectas para tipos 

particulares de aprendizaje, pero aún no se conoce la forma en que las nuevas células procesan la 

información. 

 

Muchos investigadores se han cuestionado si las neuronas nuevas están meramente 

remplazando a las neuronas maduras o hacen contribuciones únicas en funciones cerebrales 

específicas que no pueden ser procesadas por las neuronas  previamente existentes.  

Siguiendo este punto de vista, Aimone y Gage han ido generando una hipótesis del 

funcionamiento de las neuronas nuevas. Ellos sugieren que las neuronas nuevas procesan la 

formación de asociaciones temporales. Y discuten la posibilidad de un impacto cognitivo de esta 

población  que va cambiando de forma gradual. Cuando la memoria se va generando, se van 

formando  grupos temporales de episodios a largo plazo. Igualmente han probado de forma 

teórica que la neurogénesis puede contribuir de 3 maneras en la formación de la memoria.  Al 

principio, las neuronas nuevas inducen un grado de similitud entre las memorias aprendidas al 

mismo tiempo. A este proceso se le conoce como integración de patrones. En segundo lugar la 

maduración y el cambio en su excitabilidad hacen de esta característica un efecto dependiente del 

tiempo, apoyando  la posibilidad de que la información temporal es incluida en nuevas memorias 

del hipocampo. Finalmente, sugieren que la adición de neuronas puede ser dependiente de 

experiencia resultando en una red en donde el GD  codifica nuevos recuerdos en situaciones 

cotidianas tratando a los nuevos contextos de forma distinta, es decir separando patrones. En 

conjunto, estos resultados indican que las nuevas  células granulares pueden afectar la función 

del hipocampo en varias maneras únicas que antes eran impredecibles. Su modelo apoya 

observaciones biológicas en donde las neuronas nuevas se reactivan por experiencia previa, 

utilizando GEI. También sugieren que el GD es una estructura que ha desarrollado un código o 

representación de eventos experimentados en la vida temprana. 
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Por otro lado, Alme y colaboradores en el 2010, proponen que las neuronas nuevas 

representan una población funcional de células granulares del GD, mientras que las viejas o pre-

existentes se ¨jubilan¨. Esto se sugiere debido a las características de excitación de las neuronas 

nuevas en donde exhiben un periodo de excitabilidad aumentada en un periodo de las 2 semanas 

hasta los 5 meses. Entonces esta población podría participar en generar representaciones en CA3, 

después se vuelven inactivas para eventos futuros. Esta jubilación o retiro haría de eventos 

temporalmente dispersos, menos correlacionados en comparación con los que ocurren en una 

estrecha ventana de tiempo. Esto implica que las neuronas nuevas hacen separación de una forma 

sofisticada cuando se les añade un componente temporal.  
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Capítulo 5 

 

Integración funcional de las neuronas nuevas que nacen en el animal adulto a redes 

neuronales que procesan información proveniente de la experiencia 

 

La integración funcional de las neuronas nuevas comenzó a ser estudiada desde 1984 en 

aves por Fernando Nottebohm. Esto se realizó con la administración de [
3
H] timidina tritiada y 

después de un periodo de tiempo en el que podrían haberse integrado funcionalmente las 

neuronas nacidas durante la disponibilidad de este marcador, registró con pipetas de vidrio a 

neuronas en el área del canto, después de lo cual las inyectó con una solución de peroxidasa de 

rábano. Observó que las células que eran positivas a timidina y que habían sido inyectadas con la 

peroxidasa, resultaban ser neuronas nacidas en el adulto a las que había registrado exitosamente. 

Los registros de células nuevas mostraron que estas neuronas presentaban potenciales sinápticos 

depolarizantes ante un estímulo auditivo, lo que  demostró que las neuronas nuevas de la región 

del canto nacidas en el ave adulta forman parte de circuitos neuronales funcionales. 

 

Hacia principios de la década de los 2000, se realizaron experimentos semejantes en el 

hipocampo en los que, con el uso de un retrovirus acoplado a GFP, se identificó a las neuronas 

nuevas integradas en el GD del animal adulto,  y mediante el uso de pipetas de vidrio se registró 

a las neuronas del GD ante estimulación experimental de la vía perforante; a las células 

registradas se les infundía un marcador fluorescente en el espectro del rojo (Cy3). De esta 

manera observaron que las células nuevas de 6 meses de edad presentaban características 

electrofisiológicas muy similares a las de células granulares maduras (van Praag., et al 2002), 

particularmente importante fue el hecho de haber observado una clara respuesta a la estimulación 

de la vía perforante, por lo que concluyeron que las neuronas nacidas en el GD del animal adulto 

estaban integradas funcionalmente a la red. 

 

Sin embargo, quedaba todavía abierta la pregunta sobre si esta integración funcional 

permitía o no a las neuronas recientemente integradas responder ante la estimulación sensorial o 

conductual y determinar si las características de esta respuesta eran o no semejantes a la que 

presentan las neuronas que se integraron durante el desarrollo temprano. La respuesta a esta 

pregunta, no era fácil de obtener, con el uso de la electrofisiología; el reto era prácticamente 

inalcanzable. Debido a 2 razones, una es que el número de células granulares que responde a la 
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conducta es menor al 4% del total de células granulares del GD, y la segunda es que la estrategia 

de marcaje retroviral con la que se puede fácilmente combinar la caracterización 

electrofisiológica sólo marca aproximadamente al 50% de las neuronas que se están dividiendo.  

 

Al calcular la probabilidad de encontrar neuronas nuevas con el retrovirus, que además 

respondan a la conducta vemos que la la probabilidad de encontrar una nueva neurona que 

responda a la conducta es < 0.15, esto significa que deberíamos de registrar cientos de neuronas 

con pipetas durante la ejecución de una conducta y marcarlas a todas ellas de una manera tal que 

podamos identificarlas posteriormente, lo que no es posible con las herramientas metodológicas 

disponibles actualmente. De hecho, debido a la baja probabilidad de marcaje que tiene el 

retrovirus, van Praag  en el 2002, tuvo que someter a sus animales a una rueda de actividad para 

incrementar la proliferación celular y aumentar así la probabilidad de registrar células nuevas.  

 

 La alternativa que algunos grupos de investigación eligieron para estudiar la actividad de 

poblaciones de células nuevas integradas en el animal adulto fue la de detectar la expresión de 

genes inmediatos tempranos. El primer trabajo en donde combinan la detección de neuronas 

nuevas con la detección de la expresión de un gen inmediato para identificar a las células que 

presentan actividad neuronal en respuesta a la conducta, fue el reportado por Jessberger & 

Kempermann en el 2003. En este trabajo estimularon a todas las células granulares con Kainato y 

PTZ, y así determinaron que las neuronas nuevas expresaban cFos y Zif268 desde 25 días 

después de nacidas, y observaron también que tanto las neuronas recientemente integradas como 

las nacidas postnatalmente podían expresar ambos genes inmediatos en respuesta a la experiencia 

de una tarea de laberinto de agua (Jessberger & Kempermann, 2003). En el BO se observó que 

un aprendizaje de discriminación olfatoria promueve la expresión de Zif268 en las nuevas 

células olfatorias de  ratones (Alonso et al., 2006). Ambos trabajos demuestran que las neuronas 

nuevas expresan genes inmediatos, pero la falta de controles no estimulados en donde se mida 

con precisión el número de neuronas que expresan genes inmediatos y se compare con los 

sujetos estimulados, impide concluir que dicha expresión este ocurriendo en respuesta especifica 

a la estimulación sensorial o conductual. 

 

 Un gen de expresión inmediata altamente confiable para identificar a las células que se 

activan por la conducta de exploración espacial se conoce como “Activity Related Cytoesqueletal 

protein” o Arc (Lyford, et al., 1995), también conocido como Arg 3.1 (Link, et al., 1995). Este 
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gen se induce por actividad neuronal de alta frecuencia, su expresión es dependiente de NMDA, 

se induce con BDNF y la actividad del promotor depende de CREB y otras moléculas que se 

activan por flujos de calcio. Con este gen se desarrolló el análisis compartamental de la actividad 

mediante hibridación insitu fluorescente o catFISH (por sus siglas en inglés), el cual es un 

método para estudiar la historia de actividad de las neuronas, ante la estimulación con eventos 

separados por un intervalo de tiempo de 30 min (Guzowski, et al., 1999; Vazdarjanova, el al., 

2003; Ramírez-Amaya, et al., 2005). Mediante el uso de catFISH se pudo determinar que el 

mismo número de neuronas que responde con actividad y presenta campos receptivos espaciales 

en una situación de exploración espacial, es el mismo número de neuronas que expresa Arc en 

respuesta a las mismas condiciones conductuales (Guzowski, et al., 1999; Vazdarjanova, el al., 

2003; Ramirez-Amaya, et al., 2005). 

 

En 2005, Ramírez-Amaya y colaboradores observaron que en la rata adulta se puede 

detectar la expresión de la proteína de Arc en el GD después de la exploración espacial en un 

número de células igual al que expresa el mRNA. Lo que implica que el gen Arc es un excelente 

marcador de actividad  neural, dado que proporciona de información sobre dónde cuándo y 

cuáles neuronas se activaron (Okuno et al., 2011). 

 

 La integración de las células a una red neuronal ha sido observada con  la transcripción 

de ARN mensajeros de genes de expresión inmediata como cFos, Zif 268, (Jessberger y 

Kempermann),  Homer 1a (Vazdarjanova et al., 2002)  y Arc  (Guzowski et al., 1999). Este 

método ha permitido identificara a las unidades celulares que resultan activadas de manera 

conductual, incluso pudiendo hacer  discriminación entre eventos temporales (Guzowski et al., 

2001b). El uso de estos genes en combinación con el uso del marcador de proliferación BrdU ha 

permitido realizar experimentos para ver si las neuronas nuevas se activan con el uso de 

estimulación conductual con un LAM; (Jessberger et al., 2008; Kee et al., 2006), ambientes 

enriquecidos (Kempermann et al., 1997; Tashiro et al., 2006), estimulación farmacológica con 

ácido kaínico (KA) (Jessberger et al., 2008, Snyder et al., 2011) o induciendo actividad electro 

convulsiva con pentylenetetrazol (PTZ) (Jessberger et al., 2008).  

 

Se sabe que la fase tardía de la  LTP y la formación de memorias estables dependen de la 

transcripción de genes y de la expresión de nuevas proteínas. Los primeros que son los GEI 

incluyen a Zif 268 y Arc que se expresan después de varios minutos de la LTP o de exploración 
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espacial (Guzowski et al., 2000; Chawla et al., 2005). De forma consistente con los registros, una 

fracción significativa de la población hacia las 2 semanas post división, expresa Zif268 después 

de la LTP (Bruel-Jungerman et al., 2006). También se ha visto que la exploración espacial en un 

ambiente novedoso genera la expresión de de Zif268 y otros GEI en neuronas nuevas que tenían 

entre 2 y  5 de nacimiento (Jessberger y Kempermann 2003). 

Estudios recientes, utilizando  la expresión de Arc y c Fos como indicadores de actividad neural, 

sugieren que las neuronas nuevas pueden ser reclutadas de forma preferencial  en circuitos que 

procesan información espacial así como la formación de la memoria. (Kee et al., 2007, Ramirez-

Amaya et al., 2006; Tashiro et al., 2007).  

 

Se ha podido determinar que las nuevas células de animales que vivieron en ambientes 

enriquecidos por ciertos periodos y después vivieron en condiciones normales se activan al 

volver a presentarse en esta misma condición (Tashiro et al., 2007). 

 

El GEI Arc–Arg3.1 (Activity related cytoskeletal protein) y la expresión de su proteína se 

han utilizado como una estrategia para poder observar poblaciones neuronales que responden 

ante un episodio conductual. Sus patrones de expresión son congruentes con datos 

electrofisiológicos (Wang et al., 2006). Además es importante mencionar que la expresión de 

Arc es exclusiva de neuronas (Vazdarjanova et al., 2006), lo cual no es el caso del gen de 

expresión temprana cFos (Arenander et al., 1989).  Por estas razones es más confiable estudiar 

los patrones anatómicos de la actividad neuronal con el uso de la proteína Arc (Guzowski et al., 

1999; Vazdarjanova et al., 2002; Ramirez-Amaya et al., 2006a). Resultando una ventaja para 

estudiar a las células que presentan campos receptivos espaciales. Las mismas células que 

expresan el ARNm  lo traducen a proteína, validando la detección de su proteína.  

 

Arc  es un gen de expresión inmediata temprana efector, lo que significa que está 

implicado en funciones celulares o modificaciones celulares, relacionado a la actividad  

neuronal. Se ha observado que después de un estímulo tipo LTP  el  ARNm de Arc es distribuido 

de forma rápida a lo largo del árbol dendrítico. En el GD el ARNm se induce en el cuerpo celular 

en la CCG a los 15 minutos de la alta estimulación y hacía los 30 minutos se encuentra en la capa 

molecular que contiene a las dendritas (Chawla et al., 2005). La proteína de Arc es observada en 

las dendritas distales 1 hora después del estímulo (Lyford et al., 1995). Tanto el ARNm como la 

proteína se distribuyen a lo largo de las dendritas y se ha sugerido que la proteína es sintetizada 
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localmente en las dendritas  (Guzowski et al., 1999).  Después de su transcripción, el ARNm  de 

Arc se localiza selectivamente en la región dendrítica que recibió la aferencia sináptica que dio 

inicio a la transcripción (Guzowski et al., 1999). Se ha propuesto que participa en rearreglos 

dendríticos estructurales, lo que sugiere que participa en la estabilización de la experiencia 

conductual, incluso (Rosi et al., 2005; Weiler y Greenough et al., 1993) se sugiere que Arc tiene 

una relación particular con receptores de glutamato en las espinas de las neuronas del 

hipocampo.  

 

Por otro, lado se ha descrito que la proteína de Arc es una de las pocas que regulan a la 

alza el tráfico de los receptores AMPA, e incluso estos receptores muestran una regulación 

transcripcional del mRNA de Arc. Actualmente se considera que en espinas dendríticas no 

activas disminuyen los cambios en procesos sinápticos, esto se basa en la interacción de CaMKII 

con Arc causando la endocitosis de receptores AMPA para borrar los cambios que ocurrieron  de 

manera inespecífica, mientras que en las espinas activas, CaMKII no interactúa con Arc, lo que 

confiere alta actividad de cinasa y permite que ocurran modificaciones estructurales de manera 

que CaMKII actúa como un interruptor entre los grados de flujo de Ca 
++

 (Donai et al., 2003).
  

Además, Arc es necesario para el mantenimiento, pero no para la inducción de la potenciación a 

largo plazo, y de la memoria a largo plazo (Lyford et al., 1995).  

 

Utilizando Arc como marcador de actividad junto con otros anticuerpos es posible 

identificar a neuronas nuevas y maduras utilizando BrdU y NeuN. Si bien se conoce que las 

neuronas nuevas se integran de forma anatómica y fisiológica a la red del hipocampo, no había 

sido claro si estas neuronas se integraban funcionalmente a la red de manera que respondieran a 

una conducta en particular a una experiencia de exploración espacial.  

 

 Teniendo como fundamento las cualidades plásticas de Arc, se ha observado que cuando 

las nuevas células tienen 5 meses de maduración, responden a la conducta de exploración de 

manera más sensible que las células pre-existentes (Ramírez-Amaya et al., 2006) (Fig. 17). Esto 

confirma la idea de que las nuevas células granulares están funcionalmente integradas a la red 

neuronal, de tal forma que son capaces de responder a la conducta expresando Arc. Estos 

hallazgos sugieren que las células nuevas que expresan esta proteína pueden mantener 

características plásticas diferentes al resto de la población de células del giro dentado  (Schmidt-
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Hieber et al., 2004) por un largo periodo de tiempo (Guzowski et al., 2001a; Plath et al., 2006; 

Shepherd et al., 2006).  

 

Lo interesante es que las células nuevas maduras presentan una alta probabilidad de 

responder a la conducta,  lo cual coincide con la idea de que las neuronas nuevas son más 

plásticas, requieren de una baja estimulación para disparar (van Praag et al., 2003, Schmidt-

Hieber et al., 2004). Esta característica particular de las neuronas nuevas puede tener 

implicaciones importantes para explicar la función que cumplen ya que se ha sugerido que estas 

pueden ayudar al GD a llevar a cabo la separación de patrones por escalas de tiempo en el orden 

de días (Aimone et al., 2006). Sin embargo, es importante resaltar que esta alta sensibilidad a la 

conducta (Schmidt-Hieber et al., 2004, Ramírez-Amaya et al., 2006) no se ha descrito cómo es 

que evoluciona en el tiempo,  se ha sugerido que las neuronas nuevas pueden ser mucho más 

sensibles y por lo tanto más plásticas antes de los 5 meses, esto es alrededor de las 2-6 semanas 

(Kee et al., 2007; Tashiro et al., 2007; Ge et al., 2007).  

 

 

 

Figura 19. La proporción de células expresando Arc y BrdU en una población de neuronas nuevas comparada con la proporción 

de células expresando Arc en una población existente de neuronas granulares (Modificado de Ramírez-Amaya et al., 2006) 

 

 

Tashiro y colaboradores en el 2007 observaron que células de sólo 2 semanas son 

preferencialmente reclutadas en circuitos que procesan información de experiencia de un 

ambiente enriquecido, lo que se ha descrito que promueve la sobrevivencia de las neuronas 
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nuevas. Con todas estas aproximaciones sigue quedando abierta la pregunta de cuándo se 

desarrolla la respuesta específica a la conducta. 

 

Por su parte, Kee en el 2007 observó que células de 6 semanas eran reclutadas en 

circuitos expresando c-fos, este trabajo es de los primeros en mostrar que las nuevas células 

responden a una conducta, en este caso una tarea espacial. Sin embargo, este diseño experimental 

no resulta adecuado, dado que utilizan una estrategia de reclutamiento de unidades neuronales, 

previa a la conducta en donde ven  la expresión de c-fos. Esto no permite saber el momento 

específico de la maduración en que las células responden a la conducta.   

Además de que no tienen los controles intactos  para comparar de forma precisa como nosotros 

que tenemos un grupo control para cada punto temporal. 

 

Para poder resolver la pregunta de cuándo es que comienzan las nuevas células a formar 

parte de una red, la investigación en neurogénesis se ha enfrentado a problemas metodológicos, 

esto es debido a que la cantidad de neuronas nuevas que sobreviven y maduran es muy reducida, 

por lo que encontrarlas dentro del GD es muy difícil, además de que ya es conocido que sólo el 2 

% de células responde a la conducta (Ramírez-Amaya et al.,  2006) (Figura 18). Es por eso que 

no es recomendable el uso de registros electrofisiológicos. Esto ha hecho a la comunidad 

científica encontrar técnicas que permitan abordar  el problema de la relevancia conductual de las 

neuronas nuevas. 
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Capitulo 6 

 

Planteamiento del Problema 

 

De acuerdo a los datos del trabajo de Jessberger y Kempermann en 2003, se sugeriría que 

sólo hasta después de 25 días las nuevas células serían capaces de responder ante un evento 

conductual expresando genes inmediatos. 

 

Ramírez-Amaya y colaboradores en el 2006, demostraron que las células nuevas son 

capaces de responder ante una conducta de exploración y que se encuentran funcionalmente 

incorporadas a la red de comunicación neuronal del hipocampo. Expresando Arc después de 5 

meses de su nacimiento.  En particular hay más células nuevas expresando este gen que las 

células ya existentes, sugiriendo que las nuevas son más sensibles a la exploración. 

 

Si bien se sabe que para los 5 meses las células son responsivas, nos interesa conocer 

cuándo ocurre la integración funcional de las neuronas nuevas que se originan en el giro dentado 

del hipocampo. La pregunta que surge es: 

 

 ¿Cuándo es que las nuevas células granulares que nacen en el hipocampo adulto son 

capaces de activarse en respuesta a la conducta? 

Para conocer a esta duda nos dimos a la tarea de evaluar distintas generación de neuronas nuevas 

para identificar el momento en que la expresión de Arc es específica a la conducta. De aquí se 

originó la siguiente hipótesis. 

 

Hipótesis: La expresión de Arc debe de presentarse a la par que los marcadores de neuronas 

maduras, es decir  desde los 15 días. 

 

Objetivo: Identificar el momento de la maduración de las neuronas nuevas en el que se integran 

funcionalmente a redes relevantes para la conducta de exploración, expresando la proteína de 

Arc. 

 

 



50 

 

 

Métodos 

 

Sujetos: Treinta y cinco ratas de la cepa Wistar macho, de 4 meses de edad, fueron 

adquiridos en el bioterio del  Instituto de Neurobiología. Fueron mantenidas de forma individual 

en cajas con libre acceso a comida y agua. La luz del vivario fue mantenida con un ciclo 

invertido 12:12 encendiéndose las luces a las 9 AM. Los animales fueron habituados a las 

condiciones del espacio y manipulados  por  8 días antes de la ejecución del experimento. 

 

Administración de BrdU: Dado que nuestro objetivo es establecer de forma precisa el 

día en que las neuronas nuevas son capaces de responder a estimulación conductual, 

comparamos diferentes procedimientos  de administración para detectar el mayor número posible 

de células que nacen en un día. Encontramos que 200mg/kg suministrado en cuatro 

administraciones (50mg/kg) cada cuatro horas es donde se observan más células BrdU positivas 

se observan en la zona subgranular del GD  comparado con otros protocolos de administración 

(datos no mostrados). La administración comenzaba a las 9:30 AM y terminaba a las 21:30 del 

mismo día.  Después de las inyecciones de BrdU, los animales permanecieron en su caja 

habitación  hasta que se cumplió el periodo de tiempo que se dejó para la maduración de las 

células y para llevar a cabo la experiencia conductual de exploración. 

 

Exploración Espacial: Para poder analizar la capacidad de respuesta de las neuronas 

ante exploración espacial en diferentes puntos de la maduración de estas células 1, 7, 15, 30 y 45 

días después de la administración de BrdU, los animales fueron expuestos a una tarea de 

exploración forzada a campo abierto  en una sesión de  5 minutos (n=5, 4, 4, 4 y 3 

respectivamente) y sacrificados 30 minutos después de la experiencia (Ramírez-Amaya, et al., 

2005; Ramírez-Amaya, et al., 2006). Usamos 3 animales control de caja para cada punto 

temporal y se mantuvieron sin mover en su caja después de la administración de BrdU y fueron 

sacrificados al cumplir los periodos sin haber tenido la experiencia conductual. Todos los 

animales fueron manipulados 10  días antes de la experiencia conductual con excepción del día 

previo a la exploración. Se utilizó un ambiente cuadrado de acrílico  transparente de 70 X 70 cm 

con paredes 30 cm. Todas la paredes fueron forradas   y el piso fue dividido en 9 con líneas 

negras por fuera de la caja. Cada rata fue transportada de forma individual al área de conducta 

envuelto en una toalla y expuesto al ambiente. El ensayo consistió en colocar al animal en el 
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centro de un cuadrante y dejarlo libre por los siguientes 15 segundos para llevarlo al cuadrante 

que correspondiente. El orden de la visita a cada cuadrante se estableció de forma aleatoria 

manteniendo el mismo orden para cada animal, de esta manera, se colocaba al animal viendo al 

norte, a los 15 segundos se cambiaba al siguiente cuadrante pero viendo al sur y así 

sucesivamente. Al final de los 5 minutos  cada cuadrante fue visitado de 2 a 3 veces.  

Inmediatamente después se regresaba al animal a su caja habitación y se esperaban 30 minutos 

para la obtención del cerebro (Figura 1 en Sandoval et al., 2011).  

 

Obtención del cerebro: Se utilizó un sólo hemisferio del cerebro el cual fue seccionado 

con una matriz de acero (Electron microscopy sciences) con divisiones cada  milímetro. Se quitó 

el bulbo olfatorio y el cerebelo. Se colocaron de 8 a 10 hemicerebros (por cuestión de espacio)  

en un molde formando bloques y fueron mantenidos con Tissue-Tec (Sakura Finetek, Torrance 

CA). Cada bloque contenía un hemicerebro de cada grupo conductual localizado en diferente 

posición por bloque. Se obtuvo un total de 4 bloques que fueron crio seccionados a 20 m de 

forma coronal a -18°C en un criostato CM 1850 de Leica (Nussloch, Germany). Las secciones 

eran adheridas a portaobjetos (Lauka) que previamente fueron tratados con una solución de 

silano-acetona.  Al terminar los cortes se almacenaron en un ultracongelador – 70 °C. Los 

hemicerebros contralaterales también fueron colocados en bloques e igualmente fueron 

procesados. 

 

Inmunotinción: Para  poder maximizar la detección de BrdU en las células que expresan 

Arc, se eligieron de 20 a 30 cortes del hipocampo dorsal. Se utilizó un rango de entre -2.60 a -4.3 

con respecto a Bregma para cada bloque. 

Se realizó un protocolo de  triple detección para NeuN, que detecta neuronas maduras, proteína 

de Arc para visualizar neuronas activadas y BrdU para ver a las células que tuvieron división 

similar a lo previamente descrito (Ramírez-Amaya, et a l.,  2006). El tejido fue fijado en 

Paraformaldehido al 2%, pH 7.4, por 8 minutos a 4°C, 3 lavados en TBS pH 7.0. La acción de la 

peroxidasa se bloqueó con H2O2  al 2 % disuelto en TBS por 15 minutos. Se bloqueo el tejido 

con el sistema de amplificación de tiramida que es un concetrado de proteínas principalmente 

cisteína (TSA Perkin Emer). Las laminillas fueron secuencialmente incubadas con un anticuerpo 

hecho en ratón anti NeuN biotinilado para observar neuronas maduras (1:2000 Chemicon 

Bedford, MA). El segundo marcaje se llevó a cabo con un anticuerpo policlonal  hecho en conejo 

anti Arc (1:500  que fue obtenido del laboratorio del Dr. Paul Worley, Universidad John 
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Hopkins). Y como tercer marcador se utilizó un anticuerpo hecho en ratón  anti BrDU 

monoclonal (1:100 BD Bioscences México). Después de la detección de NeuN previo a la 

detección de Arc, los tejidos fueron permeabilizados  con una solución de acetona con metanol 

50:50 (Signma) a 4°C por 15 minutos. Para la detección de BrdU el ADN fue desnaturalizado 

con formamida al 50% disuelta en 2 X SSC (Sigma) a 65 °C por dos horas, después  se lavaron 

con 2 X  SSC por 10 minutos, le seguió una incubación en 2N HCL a 37°C por 30 minutos, y un 

lavado en 0.1 M de ácido bórico  pH 8.5 por 10 minutos. El anticuerpo biotinilado para NeuN 

fue detectado con el kit de amplificación avidina + biotina AB (Vector laboratories Burlingame) 

y revelado cianina 5 (Cy5)  del sistema de fluorescencia TSA de Perkin Elmer.  Antes de la 

detección de la proteína de Arc se bloqueó a los tejidos con los productos de bloqueo de Vector 

que son 2 soluciones A y B, a las cuales los tejidos fueron incubados de forma separada por 15 

minutos respectivamente. Esto con el fin de bloquear el AB remanente de la amplificación de 

Cy5. Para la detección del anticuerpo de  Arc, se utilizó un segundo anticuerpo biotinilado hecho 

en conejo (Vector). Las laminillas se bloquearon con el sistema A y B de Bloqueo  (Vector)  y 

amplificadas con el sistema AB de Amplificación (Vector) y la señal final fue detectada con Cy3 

del sistema de fluorescencia TSA de Perkin Elmer. La IgG de ratón se bloqueó con el sistema 

MOM de Vector (Mouse on Mouse, Ratón en Ratón). Se continúo con la detección del 

anticuerpo BrdU  con un anticuerpo hecho en ratón biotinilado, y la señal final fue amplificada 

con el sistema AB de amplificación (Vector) y con FITC del sistema de fluorescencia TSA de 

Perkin Elmer. Finalmente se llevó a cabo una contratinción con DAPI 1: 1000. 

 

 Con el objeto de conocer el linaje celular de las nuevas células en los primeros momentos 

de la maduración se llevó a cabo una  doble inmunotinción anti doble cortina DCX y anti BrdU. 

Primero se llevó a cabo le detección de BrdU como se describió arriba. Se utilizó un anti DCX  

hecho en cabra 1: 200 (Santa Cruz) y se reveló con un anticuerpo anti cabra biotinilado 1:200; 

amplificado con AB  y revelado con Cy3. Para todos los anticuerpos se llevaron a cabo control 

de tinción negativa y no se encontró señal en la ausencia de anticuerpos. Al  terminar las 

tinciones se montaron con cubre objetos usando el medio de montaje Vectashield (Vector).  

 

Imagenología: Se utilizó MosaiX módulo del sistema APOTOME (Carl Zeiss, México 

D.F. México). Se recurrió al uso de un objetico 25X/0.80NA LCI Plan-Apochromat de inmersión 

en aceite. Y se obtuvieron imágenes en mosaicos con secciones ópticas de 1.5  m de todo el 

GD. Dependiendo de la altura septotemporal del corte se usaban entre 8 y 12 tomas para armar el 
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GD con el MosaiX. Alrededor de 15 regiones de GD fueron utilizados de forma serial para cada 

animal lo que correspondió a ~450m del hipocampo dorsal. La región más anterior se obtuvo en 

~6.0mm desde la coordenada inter aural  y la más posterior fue tomada en ~4.7mm. 

Utilizamos el programa de cómputo Metamorph para el análisis de las imágenes obtenidas. Se 

construyó una imagen en 2D utilizando el plano medio de las secciones ópticas, y fue utilizada 

como referencia en donde el GD fue dividido en 4 partes equidistantes 
 
(Figura 7 en Sandoval et 

al., 2011). La primer división corresponde a la zona subgranular (ZSG) y las otras 3 

corresponden a las partes interna, media y externa de la capa granular del GD. Es importante  

aclarar que el grosor de la capa granular varía a lo largo del GD, por esta razón la proporción de 

la distancia entre cada división fue ajustada, asegurándonos que cada región midiera el 33% del 

grosor de la capa granular. Este procedimiento se llevó a cabo con la intención de analizar la 

posición de las nuevas células granulares a lo largo de la capa granular.  Mientras tanto el 

MosaiX fue utilizado para identificar a las células NeuN positivas (Cy5), BrdU positivas (FITC) 

y la proteína de Arc positivas (Cy3). 

 

  Las células BrdU positivas que co-localizan con NeuN en animales que pertenecen al 

grupo de 15 días después de la administración del BrdU y de ahí en adelante. El BrdU co-

localiza principalmente con DCX. Fueron  muy pocas las células BrdU positivas que no 

colocalizaron con DCX del día 1 al 15. Y la mayoría de de células BrdU positivas que co-

localizan con NeuN van desde el día 15 en adelante, que es similar a lo reportado anteriormente
 

(Ramírez-Amaya et al., 2006), en donde las células sin DCX o sin NeuN representan ~10%  del 

total de las células BrdU positivas. Por esta razón incluimos todas las células BrdU positivas  en 

el estudio. La tinción de NeuN fue utilizada para delinear la capa granular del GD. Las células 

Arc positivas  fueron consideradas como las neuronas activadas tras la exploración espacial. 

Cada célula clasificada como como BrdU positivas, Arc positivas o ambas fueron marcadas en 

una imagen de referencia, en la cual se indicaba su posición en la capa granular. Después de la 

clasificación se calculó el volumen de la capa granular, teniendo como referencia el tamaño de la 

sección en Z y   el área de la capa granular del GD. Con el volumen de la capa granular, se pudo 

estimar el total de células granulares para cada animal como lo fue descrito anteriormente
 

(Ramírez-Amaya et al., 2006, Rosi et al., 2005). Contabilizamos alrededor de 80,000 células 

granulares por animal que fueron incluidas en el análisis. Con este número fue posible calcular 

las proporciones de células BrdU positivas, las células que expresaron Arc y de las co-

localizadas. 
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Estadística: Se usó ANOVA de una vía o MANOVA cuando fue apropiado para 

comparar la proporción de células BrdU positivas, Arc positivas y BrdU positivas y sólo Arc 

positivas para todas la condiciones a lo largo de la capa granular. 

 

Resultados 

 

Distribución de las neuronas nuevas en la capa de células granulares 

 

La proporción de células BrdU positivas varía de forma notable a lo largo de la capa 

supra piramidal del giro dentado a lo largo de los diferentes puntos de maduración (F4,30  = 

29.771, P < 0.001) (Fig. 2 C en Sandoval et al., 2011). Un día después de la administración del 

BrdU positivas la proporción de células granulares en el GD que lo incorporó fue el 0.26% y 60 

% de éstas se encontraron en la (ZSG), 32% en la capa interna (capa1)  del GD (ver Figura 1 C 

en  Ramírez- Amaya et al., 2006) 7 % en la capa media (capa2) y el 1% restante se encuentra 

localizado en la capa externa (capa3). Siete días después de la administración del BrdU,  la 

proporción de células BrdU positivas fue más alta que lo observando que al día 1 (Bonferroni 

p<0.01), donde el  0.35% de la población de células era BrdU positivas. A los 15 días de la 

inyección del BrdU la proporción de nuevas células fue de .23% y esto fue significativamente 

más bajo que al día siete (p’s <0.01)  pero no significativamente diferente  comparado con el día 

1 uno. Al día 30 después del BrdU la proporción de células que lo incorporaron fue sólo el .17%  

siendo una proporción significativamente más baja comparada con los días 1, 7 y 15 (p’s<0.01). 

Finalmente, a los 45 días,  la proporción de células nuevas fue solo del 0.15% que también 

resulta ser significativamente baja comparada con el día 1, 7, y 15 (p’s<0.01) pero no al día  30. 

Estos datos muestran que se detectan más neuronas nuevas a los 7 días después de la 

administración del BrdU, sugiriendo la que la disponibilidad del BrdU es de hasta 12 horas y se 

comprueba que muchas de las nuevas células mueren a lo largo del tiempo. Este fenómeno  

disminuye entre los 30 y 45 días después de la división. 

  

La siguiente tabla muestra en porcentajes la localización de las de las células BrdU 

positivas a través de la capa de células granulares, observadas en los diferentes periodos de 

maduración. 

 



55 

 

 ZSG C1 C2 C3 

Día 1 60% 32% 7% 1% 

Día 7 32% 54% 11% ~3% 

Día 15 16% 58% 19% 6% 

Día 30 13% 54% 24% 10% 

Día 45 12% 51% 23% 13% 

 

Tabla 1. Distribución en porcentaje de las células BrdU positivas  en la zona subgranular y en la capa de 

células granulares de la capa de células granulares en el GD.  

 

La proporción de células que se encontró en cada región del GD se comparó entre los 

diferentes grupos utilizando una ANOVA de una vía. La proporción de célula en la ZSG difiere 

estadísticamente entre grupos (F4,30  = 176.086, P < 0.001), donde la proporción de células BrdU 

positivas  que se encontró en animales sacrificados al día 1 fue estadísticamente significativa (se 

utilizó corrección Bonferroni como prueba poshoc) con el resto de los grupos (p<0.01). Para C1 

la proporción de BrdU positivas es diferente entre grupos (F4,30  = 47.687, P < 0.001). El 

análisis poshoc reveló diferencias entre animales sacrificados al día 1,  mientras que los animales 

sacrificados al día 15, 30 y 45 (p<0.01). También se encontraron diferencias entre animales 

sacrificados a los 7 días con respecto a los días 15, 30 y 45 (p<0.01). En la C2 hay diferencias 

estadísticamente significativas entre los animales sacrificados al día 15 y el día 30 PBI (p<0.01).  

En C3 hay diferencias significativas entre grupos (F4,30  = 35.403, P < 0.001)  el análisis poshoc 

mostró diferencias entre cada grupo (p<0.01),  excepto para el día 1 comparado con el día 7 y 

entre los animales sacrificados al día 7 con los sacrificados al día 15. Las diferencias encontradas 

en la proporción de células localizadas en las diferentes regiones entre animales sacrificados a 

diferentes tiempos indican que las neuronas nuevas migran a lo ancho del GD. 

 

Expresión escasa de Arc en el Giro dentado después de la exploración espacial 

 

Después de la exploración espacial la expresión del GEI Arc se observó en el ~1.5% de la 

población de células granulares, mientras que para los animales control sólo el ~0.3% de las 

células granulares fueron clasificadas como Arc positivas. Las diferentes proporciones de células 

expresando Arc entre condiciones control y experimental fue estadísticamente significativa (F1,33  

= 12.042, P < 0.001) y los números revelan que una población escasa de células granulares 
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expresaron Arc en respuesta a un exploración espacial novedosa en un campo abierto (Fig. 3A en 

Sandoval et al., 2011) como ha sido reportado anteriormente (Ramírez-Amaya et al., 2005; Rosi 

et al., 2005; Chawla et al., 2005). 

 

La expresión espécifica de Arc en respuesta a exploración espacial se desarrolla hasta el día 

30 después de la división. 

 

La expresión de Arc en las población de células BrdU positivas  (Fig 3B en Sandoval et 

al., 2011) es diferente a lo largo de los grupos (F4,30  = 29.771, P < 0.001). Un día después de la 

administración del BrdU, se observó la expresión de Arc en  ~1.3%  de las células BrdU 

positivas en los animales control y en los que fueron expuestos a la exploración   1.01% de las 

células BrdU positivas. Estas proporciones no fueron significativamente diferentes. A los 7 días 

de nacidas los animales control muestran una proporción de neuronas nuevas expresando Arc de 

1.56%, pero de nuevo no hubo diferencias entre el grupo experimental.  La proporción de células 

expresando Arc entre el día uno y el día siete no es diferente. Al día 15, después de la 

administración de BrdU, la proporción de células expresando Arc fue ~2.3% para condiciones 

control y 2.9% para los animales que tuvieron exploración y no hubo diferencias significativas 

entre ambos grupos. Aunque existe una tendencia elevada de la expresión de Arc en  células  

nuevas entre el día 1 y el día 15,  no se encontraron diferencias en la proporción de células BrdU 

positivas  expresando la proteína de Arc entre estos días y de forma importante no hay diferencia 

en la proporción de células expresando Arc  en respuesta a la exploración sugiriendo que la 

expresión de Arc no ocurre sin la exploración. En cambio cuando las neuronas nuevas tienen 30 

días, la proporción de células BrdU positivas expresando Arc fue estadísticamente diferente entre 

los animales controles que mostraron (~1.5%) mientras que los que hicieron la conducta tuvieron 

(~5% p<0.01). También se encontraron  diferencias entre los animales control y los que tuvieron 

la exploración en la proporción de células BrdU positivas a los 45 días después de la 

administración del BrdU en  donde para los animales sin conducta  el 0.7% de las células 

expresaron Arc, y para los  animales experimentales la proporción expresando la proteína de Arc 

fue de 4.87% (p<0.001). Estos resultados muestran que la expresión de Arc es especifica a la 

respuesta espacial y se desarrolla alrededor del día 30 después de la división, dado que la 

expresión de Arc en los animales control decae 50% entre el día 30 y el 45 apuntando que  la 

respuesta se vuelve específica. 
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La expresión de Arc en células BrdU positivas se observa principalmente en la capa 1 del 

Giro dentado 

 

La identificación de la posición de las nuevas células en la capa granular  tal y como ha 

sido descrito (Kempermann et al., 2003)  nos permitió observar que  las nuevas células 

granulares expresando Arc se encuentran en la capa 1 del GD (Figura 2E en Sandoval et al., 

2011); donde la proporción de células BrdU positivas  expresando Arc de la población de células 

se calculó en relación a la población total de células BrdU positivas y comparada entre los 

grupos experimentales y los controles (Figura 3A en Sandoval et al., 2011). Se encontraron 

diferencias entre los grupos control y los experimentales en C1 (F1,33  = 8.754, P < 0.01) donde 

se encontró que el 89.3% de las células BrdU positivas expresando Arc para el grupo de 

animales que exploraron, mientras que para el grupo control la proporción de células BrdU 

positivas expresando Arc fue de 63.78%. En C2 hay diferencias significativas entre condiciones 

control y experimental  en la proporción de células expresando Arc (F1,33  = 14.509, P < 0.001),  

de cualquier forma la proporción más alta se encontró en el grupo control en donde el 29.56% de 

sus células BrdU positivas expresando Arc se localizaron aquí, mientras que para el grupo 

experimental fue 1.67%. En C3  no se encontraron diferencias entre la proporción de células 

BrdU positivas expresando Arc a lo largo de las diferentes capas (Wilks lambda F2,31  = 7.183, 

P < 0.01). Es claro que la C1 es la región que muestra más células expresando Arc en las células 

BrdU positivas. Es importante notar que en la ZSG no se encontraron células expresando Arc. 

 

Cálculo de la proporción de neuronas nuevas que responden a la exploración a lo largo de 

la vida del animal 

 

Encontramos que la proporción de las nuevas células granulares que responden a la 

exploración 30 días después de su nacimiento resulta ser el 5%, y al día 45  fue de 4.8 %. 

Previamente, en nuestro grupo se reportó que a los 5 meses de edad de las nuevas células, la 

proporción de células BrdU positivas  que responden a la estimulación conductual de 

exploración fue el ~2.8% (Ramírez-Amaya et al., 2005). Esto sugirió que la probabilidad de que 

una nueva neurona responda a la exploración decrementa a lo largo del tiempo
 
(Kuhn et al., 

1996).  En este estudio incluimos 80 000 células granulares de la capa supra piramidal, que se 

obtuvieron de 450 µm en el eje septo temporal. El total de la región muestra midió 1300 µm, y al 

calcular la cantidad de células granulares obtuvimos  alrededor de ~231,000 DG  células por 
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animal.  De esta población el 1.5% respondió a la exploración espacial, similar a lo que ha sido 

reportado previamente (Chawla et al., 2005; Kuhn et al., 1996; Ramírez- Amaya et al., 2006), lo 

que sugiere que ~3465 responden ante exploración en esta región dorsal del giro dentado esto es 

por animal. Nosotros creemos que la probabilidad de que las neuronas nuevas nacidas en el 

adulto respondan ante la exploración espacial cambia de forma linear a lo largo del tiempo 

(Figura 5A en Sandoval et al., 2011). En donde los círculos rojos representan los datos obtenidos 

durante mi doctorado y en amarillo representa el dato obtenido por Ramírez-Amaya en el 2006. 

Esta línea representa un modelo en donde calculamos la probabilidad de las neuronas nuevas 

respondan a la exploración espacial después de 150 días de nacidas. El intercepto de la línea 

hasta obtener la probabilidad cero indica que a los 301 días de nacidas, las nuevas células 

dejarían de responder a la exploración.  

 

  Reconocemos que un modelo linear con sólo 3 puntos representa claras limitaciones y 

que se necesitan más puntos temporales entre los días 45 y 360. Esto nos permitiría determinar si 

un modelo linear es adecuado y por lo tanto predecir  que las nuevas células dejan de responder 

después de cumplir un año. 

 

Sabemos que las neuronas nuevas que sobreviven 4 semanas  permanecen vivas a lo largo 

del tiempo (Kempermann et al., 2003), es por eso que podemos asumir que las neuronas nuevas 

detectadas durante los días 30 y 45 representan el número de células que nacieron al día 1 y que 

sobrevivieron. Es importante considerar que la tasa de proliferación celular varía a lo largo de la 

vida del animal y ésta modifica el número de neuronas estables a lo largo de la vida. Dado que la 

formación del GD ocurre durante las primeras semanas post natales, la madurez sexual de los 

animales se alcanza a las 6 semanas, y las neuronas que sobrevivieron por 4 semanas 

permanecen a largo plazo, realizamos más cálculos usando el número de células granulares que 

nacieron y sobrevivieron desde el día 70 post natal.  Para estimar los parámetros de este modelo 

de regresión lineal acumulativo de neuronas que nacieron antes de que el animal fuera 

sexualmente maduro y que sobrevivieron a lo largo de la vida del animal asumiendo que no hay 

mortalidad después de los 30 días de maduración (Fig. 5 B en Sandoval et al., 2011). De este 

modo obtuvimos el número de neuronas nuevas a lo largo de la vida de un animal (Fig. 5 C en 

Sandoval et al., 2011).  
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Para poder estimar el número de neuronas nuevas granulares que contribuyen en el 

procesamiento espacial del GD a lo largo de la vida de un animal, consideramos que se van 

añadiendo neuronas, así como su probabilidad de responder en distintos momentos de su 

maduración, generando una convolución de estas variables (Fig. 6 A y 6 B en Sandoval et al., 

2011).  El cálculo resultante  mostró que el momento en el que el máximo número de neuronas 

que nacieron  después de la formación del GD contribuye en el procesamiento de información es 

a los 217 días, en donde 2057 de las neuronas nacidas en el adulto en la región muestra se 

predice responderán a la exploración espacial (Fig. 5 D en Sandoval et al., 2011). Esto representa 

el 60 % del total de la población de células granulares.  

Al incluir en el cálculo todas las neuronas que se originan después del nacimiento del 

animal y que sobreviven por 30 días, se obtiene un resultado que sugiere que es al día 129 de la 

vida del animal cuando más neuronas participan, y  en donde el 99% de la las neuronas 

responden a la exploración, resultando en neuronas nuevas que se generaron en el animal (Figura 

5 D opaco en Sandoval et al., 2011). 

 

 Hacemos énfasis en que este modelo representa una nueva hipótesis que sugiere que las 

neuronas que nacen en el hipocampo de un animal adulto cambian su probabilidad de 

contribución en el procesamiento de información espacial tanto a lo largo de la vida del animal, 

como de la misma vida de la nueva neurona. Este modelo sin duda debe de estimular la 

generación de nuevos estudios para evaluar la relevancia de la contribución de las nuevas células 

granulares incorporadas a lo largo del tiempo.  
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Discusión 

 

Las nuevas células granulares en la red del Giro Dentado 

 

El número de células marcadas con BrdU varía entre el día 7 y el día 45, la proporción de 

células BrdU positivas va de 0.35 % a 0.15% del total de células granulares respectivamente, lo 

que sugiere que en las primeras 4 semanas aproximadamente 60% de las neuronas nuevas muere, 

lo que es semejante a lo reportado por otros grupos (Cameron y McKay, 2001; Snyder et al., 

2011). Es correcto considerar que la pérdida de células se debe a la muerte neuronal debido a que 

el marcaje con BrdU no cambia a lo largo del tiempo (Cameron y McKay, 2001), incluso el 

número de neuronas marcadas se mantiene estable entre 1 y 11 meses (Kempermann et al., 

2003), lo que indica que la perdida de detección de neuronas BrdU positivas no se debe a una 

incapacidad de detectar la marca. También se tiene evidencia de que en condiciones normales se 

detectan en el GD células positivas a diferentes tipos de caspasas, las cuales se sabe que se 

expresan durante procesos de apoptosis. Por otro lado, estimulación que promueve proliferación, 

como el aprendizaje espacial, también incrementa el número de células apoptóticas (Dupret, et 

al., 2007). De la mano con la idea de que durante la maduración se mueren neuronas nuevas, 

entre más jóvenes son, mayor  es la probabilidad de que éstas expresen proteínas relacionadas 

con la apoptosis (Dupret, et al., 2007). Esto muestra que durante la maduración de las neuronas 

nuevas, muchas de ellas mueren por medio de apoptosis, sin embargo falta cuantificar con detalle 

cuántas neuronas mueren y cuántas se integran funcionalmente a la red, pero podríamos estimar 

que son números muy parecidos, ya que lo que sabemos es que el giro dentado no cambia de 

volumen a lo largo de la vida adulta del animal y se considera que la muerte celular compensa el 

número de unidades que se integran diariamente. 

 

La expresión de Arc 

 

Si Arc fuese un elemento crucial durante el desarrollo podríamos decir que  algunos de 

sus  mecanismos podrían compartirse en la edad adulta.  Por lo que su expresión en células 

nuevas ocurriría como parte de un proceso normal; pero no ocurre de esta forma.  Arc no 

interviene en ningún proceso durante el desarrollo. Experimentos en donde el gen es abatido, 

muestran que los animales (ratones) son viables, pero en relación a procesos  cognitivos como la 

prueba de memoria en un LAM, se observan déficits en su ejecución (Plath et al., 2006). Por otro 
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lado se sabe que la expresión de Arc ocurre en neuronas y en células germinales postimitóticas 

en testículos en el animal adulto (Maier et al., 2003). 

 

Integración  anatómica y funcional de las nuevas células granulares 

 

Los datos obtenidos en nuestro trabajo muestran que las células nuevas y las células 

granulares en general, que responden a la exploración espacial expresando Arc, se ubican 

principalmente en la capa 1 de la banda de células granulares. En nuestro laboratorio hemos visto 

que otras conductas como la tarea de reconocimiento de objetos induce la expresión de Arc en 

células granulares que están ubicadas principalmente en la capa 3 (Bello y colaboradores en 

preparación).  

  

Esto sugiere que las demandas cognitivas de cada tarea podrían determinar a los grupos 

neuronales que se han de reclutar para procesar dicha información, y al parecer cada uno de estos 

grupos neuronales tiene una ubicación determinada en las distintas capas de la banda de células 

granulares. En este trabajo vimos que la exploración espacial no induce la expresión de Arc en 

células ubicadas en la ZSV, pero hemos visto que la tarea de reconocimiento de objetos que esto 

si ocurre. Lo que se sugiere es que las células en esta región pueden estar funcionalmente 

integradas y participan también en el procesamiento de información. No obstante, cuando 

analizamos exclusivamente la respuesta de las células nuevas a la tarea de reconocimiento de 

objetos, observamos que éstas se ubican principalmente en la capa 1, igual que lo vimos nosotros 

ante la tarea de exploración espacial. Es posible que esto ocurra debido a que las neuronas 

nuevas, de aproximadamente 1 mes de edad, y que están ubicadas en la capa 1, sean las células 

más maduras (Espósito et al., 2005), y por lo tanto serán las que mayor probabilidad tengan de 

ser reclutadas por el procesamiento de información y expresar Arc en respuesta a la conducta 

(Angevine, 1965; Altman y Dayer, 1990). 

  

Reconocemos que nuestro modelo de regresión que indica que la probabilidad de que las 

neuronas respondan a la conducta varía linealmente a lo largo de la vida de la célula, resulta poco 

sólido si lo basamos en sólo 3 puntos temporales, lo que nos obliga a generar más experimentos 

que provean más puntos temporales que lo confirmen. Afortunadamente, 2 grupos 

independientes de investigación, realizaron experimentos utilizando la misma conducta y los 
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mismos métodos de análisis de la actividad de neuronas nuevas que utilizamos nosotros, pero 

con 2 diferentes puntos temporales en la maduración de las neuronas nuevas.  

 

Marrone y colaboradores en el 2011, utilizaron la misma tarea que nosotros y  mostraron 

que las neuronas nuevas del GD de 4 meses de edad en animales jóvenes mostraban una 

probabilidad de responder a la conducta de 2.8%. Por otro lado, Belarbi y colaboradores, 

mostraron datos en donde células granulares nuevas de 2 meses de edad mostraban una 

probabilidad de 4.1% de expresar Arc en respuesta a la exploración espacial. Al integrar estas 

probabilidades en el modelo de regresión lineal, podemos ver cómo se ajustan con mucha 

precisión (Figura 19). 

  

 

Figura 20. Modificación de la figura 5 del artículo Sandoval et al., 2011, en donde se  muestra una regresión lineal obtenida con 

el porcentaje de células nuevas que expresan Arc en  respuesta a la exploración espacial a los 30 y 45 días de maduración (en 

rojo), a los 150 días (en amarillo). Se añadieron 2 puntos temporales, 60  días de los datos de Belarbi et al., 2012 y 120 días 

proveniente de Marrone et al., 2011 (verde y azul respectivamente). 

 

 

Otra de las ideas que asume el modelo, en el resultado de la convolución, es que 

independientemente de la tasa de proliferación que sabemos varía a lo largo de la vida del 

animal, la probabilidad de las neuronas nuevas de responder a la conducta dependerá solamente 

de la edad de la célula. En el trabajo de Marrone et al., 2011,  se utilizaron animales viejos en los 

que se observó que la proliferación es más baja a la observada que en animales jóvenes, dato ya 

reportado previamente en la literatura (Drapeau et al., 2003). Sus datos también muestran que 

aunque sean pocas las células, siguen teniendo la misma probabilidad de responder a la 

exploración expresando Arc, tal y como se  observa en animales jóvenes. La pregunta de si la 

tasa se proliferación modifica la probabilidad de  que las neuronas nuevas respondan a la 
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conducta ha sido abordado por Martínez-Canabal y colaboradores en el 2010. Ellos 

incrementaron la tasa de proliferación en ratones, dado que vivían con acceso a  una rueda de 

actividad.  Observaron que la probabilidad de expresar el gen  cfos en respuesta a la conducta, es 

la misma en animales que vivieron en estas condiciones en comparación con animales en donde 

la tasa de proliferación era normal, es decir, más baja. Estas observaciones muestran que la 

probabilidad de respuesta de una nueva neurona depende de la edad de la célula y no de la tasa 

de proliferación o la edad de los animales. Lo que valida la idea que asume el modelo que integra 

la probabilidad de respuesta y la tasa de proliferación, y en el que se sugiere que las neuronas 

nuevas contribuyen de manera importante al procesamiento de información espacial, sobretodo 

cuando el animal es un adulto joven. 

 

Sería interesante poder determinar si el modelo es válido para el procesamiento de 

información de otras tareas conductuales, pero al parecer las reglas podrían ser diferentes para 

información como la que contiene la tarea de reconocimiento de objetos, ya que como 

mencionamos previamente, esta tarea recluta células granulares ubicadas principalmente en la 

capa 3 y no en la capa 1 como la información espacial. Por otro lado, será importante determinar 

si la sobrevivencia que se induce por estimulación sensorial o conductual, modifican o no la 

probabilidad de respuesta de las neuronas, y finalmente habrá que integrar al modelo los cambios 

en la proliferación que se inducen por la experiencia. 

 

No podemos pasar por alto que durante los primeros quince días de vida de las neuronas 

nuevas, éstas expresan Arc al parecer de manera espontanea. Esta expresión inespecífica la 

consideramos en el trabajo que publicamos como ruido, de hecho calculamos la proporción de 

células que a lo largo del proceso de maduración de las neuronas nuevas podrían estar 

expresando Arc espontáneamente y encontramos que aproximadamente el 50% de la expresión 

basal de Arc en animales no estimulados, se debe a la expresión espontánea que ocurre 

en las neuronas granulares de animales control de caja o que no han sido estimulados por 

ninguna conducta. Este aparente ruido irrelevante, podría ser en realidad un ruido importante 

para el procesamiento de información, esto si consideramos el concepto de ruido estocástico o 

resonancia estocástica. El término estocástico se refiere al fenómeno que ocurre en un sistema 

que procesa información, y cuyo comportamiento es intrínsecamente no determinista, y en donde 

el sistema tiene un umbral de activación que depende del nivel de señal-ruido, con esto el 

sistema maximiza la transferencia de información en la presencia de un nivel especifico de ruido 
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o entrada aleatoria mayor a cero, de tal manera que disminuye el umbral de respuesta; en estas 

condiciones el sistema resuena con un nivel particular de ruido. En condiciones de bajas 

intensidades de ruido, la señal no provoca que el sistema atraviese el umbral, lo que hace que 

poca señal sea procesada y el sistema tiende a no responder.  Por otra parte, cuando las 

intensidades de ruido son muy altas, la respuesta es dominada por el ruido, dando lugar a una 

baja relación de señal ruido y por lo tanto a un decremento en la probabilidad de respuesta. De 

esta manera el sistema funciona más eficientemente cuando los niveles de ruido son moderados, 

en donde el ruido permite que la señal alcance el umbral, pero no es tan grande como para 

ensombrecerla. De esta manera, una gráfica de la razón de señal ruido en función de la intensidad 

de ruido se muestra como una ∩, o U invertida. En pocas palabras, el ruido es necesario para que 

la información pueda ser procesada. Y las neuronas nuevas cuando son inmaduras, contribuyen 

con al menos el 50% del ruido en el sistema, lo que podría explicar por qué el tratamiento que 

inhibe la proliferación de células que todavía no están lo suficientemente maduras como para 

procesar información, afectan tareas cognitivas.  

 

 Una aproximación biológica al ruido estocástico la podemos encontrar en los estudios de 

Carla Shatz, quien estudia la formación de circuitos en la vía visual. Podemos referirnos a sus 

experimentos para entender la respuesta de las neuronas nuevas que expresan Arc de manera 

espontánea. Shatz y colaboradores en el 2007, descubrieron que el cableado adulto emerge de 

interacciones dinámicas entre neuronas. Durante el desarrollo intrauterino antes de que exista 

visión, el ojo genera patrones de disparo de manera espontánea, enviándolos al cerebro. El 

bloqueo de esa actividad en el útero, o la prevención de la visión después del nacimiento, 

interrumpe la afinación de circuitos así como el cableado hacia el cerebro.  

Cuando se están formando conexiones que ya tienen un destino, no se encuentran establecidas 

con un patrón preciso como ocurre en el sistema maduro. Por ejemplo las conexiones entre la 

retina y su núcleo blanco en el tálamo, el núcleo geniculado lateral (NGL) se encuentran muy 

bien organizadas con respecto a la entrada del ojo en el adulto, de manera que las células 

ganglionares de los ojos opuestos forman conexiones con capas especificas del ojo adyacente en 

el NGL. En contraste, en el feto no existen de forma inicial dichas capas, las entradas a las 

células ganglionares de ambos ojos están entre mezcladas y de forma gradual se organizan en 

capas.   Las capas del ojo se forman antes de que los conos y bastones estén maduros y por lo 

tanto no se pueden generar señales de visión (Butts et al., 2007). Es posible que este tipo de 
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proceso sea similar al que ocurre en el GD del hipocampo, en donde un ruido basal es necesario 

para procesar información.  

 

El impacto de la neurogénesis se ha evaluado en varias tareas de memoria asociativa 

dependientes del hipocampo. La mayoría de estos efectos han sido probados con agentes 

antimitóticos, en donde los animales muestran dificultad en tareas de condicionamiento de miedo  

tanto en memoria a corto como a largo plazo (Shors et al., 2002; Winocour et al., 2006; Snyder et 

al., 2009). Estos procedimientos en otros grupos de investigación han mostrado en dónde se 

afecta la extinción, así como el paso de la información a la corteza. 

Shors, en su trabajo del 2002, describe que el fenómeno de la inhibición de la proliferación sobre 

el aprendizaje dependiente del hipocampo, es decir, en la adquisición de tareas espaciales puede 

deberse  2 posibilidades. La primera  es que todos los tipos de aprendizajes dependientes del 

hipocampo involucran a neuronas nuevas para la adquisición, pero la navegación espacial puede 

ocurrir con un porcentaje pequeño de neuronas nuevas. Esto ha sido apoyado por reportes en 

donde sólo una porción del hipocampo es necesaria para que la adquisición de una tarea espacial 

ocurra (Moser er al., 1995). La segunda posibilidad es que sólo algunos tipos de aprendizajes 

dependientes del hipocampo necesiten de nuevas células. Los mismos argumentos se pueden 

generar en la adquisición del miedo condicionado, es decir que con pocas células se puede 

adquirir la tarea. Además, haciendo un recuento sobre las técnicas de depleción celular y el 

momento en que se realiza la conducta, nos dimos cuenta que se pueden estar dirigiendo a 

poblaciones de células distintas. Esto es si el tiempo entre la depleción y la conducta es corto 

(hasta una semana) estarían interfiriendo en el ruido que nosotros observamos del día 1 hasta el 

día 30, mientras que si esperan más tiempo (3-4 semanas) para realizar la conducta estarían 

involucrando a las células nuevas que procesan la información, por lo que los resultados de 

memoria se ven afectados. 

 

Creemos que las neuronas nuevas durante el periodo de consolidación de la memoria no 

deberían de ser las mismas que las que procesaron la adquisición, de acuerdo a lo sugerido por 

Treves y Rolls  porque el código en el Giro Dentado va cambiando gradualmente. 

Los métodos utilizados por Tashiro et al 2007 y Kee et al., 2007 utilizaron estrategias de  

reclutamiento de  neuronas, y esperaban que  las que respondieran en la memoria fuera el mismo 

conjunto, pero según esta teoría de no serian las mismas células debido a la constante 

proliferación.  
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La importancia biológica de la neurogénesis hipocampal depende de la participación de 

estas  nuevas células en el procesamiento de información. Su impacto en la circuitería de un 

sistema adulto será altamente determinado por el cómo se comportan en relación a células 

granulares existentes que fueron generadas durante el desarrollo. 

No sabemos si las neuronas nuevas se siguen generando para remplazar aquellas neuronas que 

van muriendo, o el  incremento de su número sea para ajustarse al tamaño de la red neural. En 

esta serie de experimentos pudimos encontrar no sólo el momento de la maduración de las 

neuronas nuevas en que responden a una conducta de exploración. 

También pudimos calcular con nuestros datos que el mayor porcentaje de células que expresan 

Arc corresponde a células que incorporaron BrdU, es decir que son neuronas nuevas integradas 

en la red hipocampal. 

 

Hasta ahora todo parece indicar que las células dejan de responder a lo largo del tiempo, 

lo cual aún queda pendiente dado que implicaría hacer un experimento de más de un año de 

duración. Heather Cameron ha dicho  ¨Use it, then lose it ¨; es decir, ¨Úsalas que después se 

pierden¨. Aún  no tenemos idea qué tanto tiempo después de que se integraron a la red dejan de 

formar parte de ella y tampoco conocemos los mecanismos intracelulares involucrados. Este 

fenómeno implica que el código de información cambia que es lo que Treves y Rolls sugieren. 

Esto pareciera necesario para impedir que la nueva información afecte la capacidad de 

almacenamiento en CA3.  

 

Es por eso que el  GD se debe de silenciar para que CA3 aprenda cosas nuevas, si esto no 

ocurre, se estaría reactivando la información previamente adquirida generando interferencia. 

Se ha propuesto que sólo aquellas neuronas que forman conexiones relevantes se incorporan a la 

red, promoviendo un refinamiento de los circuitos neurales existentes (Aimone et al., 2006). La 

mayoría de la evidencia muestra su participación en la separación de patrones. 

 

Algo importante de resaltar es que no se ha realizado investigación sobre la conectividad 

postsináptica, debido al reto experimental que implica identificar en registros electrofisiológicos 

a la presinápsis de las neuronas nuevas que se encuentren conectadas a células postsinápticas 

blanco del hipocampo, esto técnicamente aún resulta un gran reto. El saber si las neuronas 
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nuevas liberan glutamato u otro neurotransmisor y si su función presináptica es similar al de las 

pre-existentes son problemas que no han sido resueltos. 

 

 La idea de nuestro modelo podría hacerse extensiva a etapas tempranas del desarrollo. 

Nuestros datos contribuyen de forma importante al entendimiento del fenómeno de la 

incorporación y funcionamiento de las nuevas neuronas en el animal adulto. También, abren la 

puerta al planteamiento de nuevas ideas que generen protocolos para que se continúe generando 

teorías de la participación de las nuevas células granulares en otras conductas. 
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Abstract 

Adult-born neurons in the dentate gyrus (DG) lunctionally integrate into the behaviorally relevant hippocampal networks, 
showing a specilic Arc-expression response to spatial exploration when mature. However, it is not elear when, during the 4-
to 6-week interval that is critíeal lor survival and maturation 01 these neurons, this specific response develops. Therelore, we 
characterized Are expression alter spatial exploration or cage control conditions in adult-born neurons Irom rats that were 
injected with BrdU on one day and were sacrificed 1, 7, 15,30, and 45 days post-BrdU injection (PBI). Triple immunostaining 
lor Neu N, Are, and BrdU was analyzed through the diflerent DG layers. Are protein expression in BrdU-positive cells was 
observed lrom day 1 to day 15 PBI but was not related to behavioral stimulation. The specific Arc-expression response to 
spatial exploration was observed Irom day 30 and 45 in about 5% 01 the BrdU-positive cell population. Most 01 the BrdU­
positive neurons expressing Are in response to spatial exploration (- 90%) were located in DG layer 1, and no Are expression 
was observed in cells located in the subgranular zone (SGZ). Using the current data and that obtained previously, we 
pro pose a mathematíeal model suggesting that new neurons are unlikely to respond to exploration by expressing Are alter 
they are 301 days old, and also that in a 7-month-old rat the majority (60%) 01 the neurons that respond to exploration must 
have been born during adulthood; thus, suggesting that adult neurogenesis in the DG is highly relevant lor spatial 
inlormation processing. 
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Introduction 

New neurOns bom in the adult mammal Dentate Gyrus (DG) 
functíonally integrate into the hippocampal network [1,2,3J. The 
integration process resembles the one described during early 
development [4,5J but is slower [6,7J . During the first 4 weeks 
....... 80% of the new neurons die, and the remaining 20% survive for 
at least 11 months [8J. Thus, the first 4 weeks are eritical for the 
survival ofthese new neurons and also for their maturation [9,10]. 
For example, in the first week after birth new neurons are partíally 
differentíated [11 J and express doublecortín (DCX), which is 
important for neuronal migration [1 2], and by the third week 
....... 90% of the new neurons express NeuN, a marker of mature 
neurons [12,8]. New neurons do not show eleetrophysiological 
features of maturity until the third week [13, 14J: their GABAergic 
response, which is initially depolarizing, beco mes hyperpolarizing 
around this time [15,16], and the glutamatergic input matures 
during weeks 3 and 4 [13,14,15]. Anatomically, the axon, 
dendrites, and their spines reach maturity around weeks 3 to 4 
[17,14,18J. 

PLoS ONE I www.ploso ne.or9 

By deteeting the express ion of the immediate early gene (IEG) 
Arc induced by spatial exploration, we previously examined the 
functional integration of 5-month-old, adult-born granular 
neurons into the behaviorally relevant hippocampal network [2]. 
We found that more adult·born neurons expressed Arc in animals 
allowed to explore, than in cage control animals, indicating that 
adult·born neurons have a specific Arc·express ion response to 
spatial exploration [2J. Nevertheless, it is not elear when this 
specific response to exploration appears. 

By deteeting the expression of the IEGs eFos and Are evoked 
during a water·maze task in previously trained animals, Kee and 
colleagues [19J observed that 6-week-old new neurons, but not 
younger ones, are recruited into circuits that can be re·activated at 10 
weeks. They also showed that the expression of eFos after a single 
water·maze session occurs only in 6·week· but not in 1·week·old new 
neurons, similar to previous flIldings showing cFos expression after 
seizures only in 3-week-old new neuronS [20J; this earlier work was 
the first to show responsiveness of adult-bom granular neurons to 
spatial behavior [20]. Additionally, Tashiro and eolleagues found 
that when they are 2 weeks old, new neurons are preferentially 
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recruited into circuits that process information from experience in an 
enriched environment, which enhances new neuron survival [21]. 

However, the question remains as to when, during this critical 
period for survival and maturation, do adult-born neurons integrate 
into the behaviorally relevant hippocampal network, developing a 
specific response to spatial exploration? The expression of the lEC 
Are and its protein product, stimulated by behaviorally induced 
neural activity [22J and important for synaptic plasticity [23,24J, is 
detected as early as 24 hours after the birth of adult-born granular 
neurons [25J. Therefore, this question can be answered by 
comparing Are protein expression in new granular neurons 
30 minutes after spatial exploration or cage control conditions 
during the critical time for survival and maturation, without 
affecting these processes by behavioral stimulation. 

Animals were administered BrdU on day O and sacrificed on 
day 1, 7, lS, 30, or 4S, in each case thirty minutes after a S-minute 
exploration session or cage control conditions (Fig. 1). Their brains 
were processed for triple immunohistochemistry for NeuN, Arc, 
and BrdU (mo for DCX&ErdU and Arc&DCX), and semi­
confocal and confocal microscopy images were taken for later 
analysis (see Fig. 2A&B, Fig 3, Fig. 4A, and Fig. SD-H ). 

We found that the express ion of Arc occurs '-'Iithout stimulation 
in 1- to lS-day-old new granular neurons. A specific response to 
exploration was observed in ~S% of the 30- to 4S-day-old new­
neurons. This temporal pattern of Arc expression in response to 
spatial exploration reflects the course of selective survival and 
integration in a network that processes spatial information. Ninety 
percent of the BrdU-positive cells expressing Arc in response to 
spatial exploration were located in DG layer 1 (Ll), and no Arc 
express ion was detected in new cells located in the subgranular 
zone (SGZ). Based on calculations using the current data and that 
obtained previously [2J, we hypothesize that new neurons may no 
longer respond to spatial exploration after they are 301 days old, 
and that in a 7-month-old animal the majority (60%) of the 
neurons that respond to exploration were born during adulthood. 

Results 

Survival and migration of new neurons 
The proportion of BrdU-positive cells in the DG upper blade 

varied significandy across the different maturation times 
(F'.30 = 29. 771, p<O.OOI) (Fig. 2C). One day post B,dU injection 
(PB!), 0.26% of the entire population of granular DG cells 
included in the study had incorporated BrdU, and seven days PBI, 
the percentage of BrdU-positive cells (0.35%) was significandy 
higher (the Bonferroni test yields a p<O.O 1). At 15 days PBI, the 
proportion of new granular cells was 0.23%, which was 
significantly lower than on day 7 (0<0.01) but not statistically 
different from day l. Thirty days PBI, the percentage of BrdU­
positive cells was only 0.17% and was significantly lower than that 
found on days 1,7, and 15 PBI (P's<O.OI). Finally, 45 days PBI, 

Adult-Born Neuron Integration 

the percentage ofBrdU-positive cells was only 0.15%, which was 
significantly lower than on days 1,7, and 15 (p's<O.O 1) but was not 
different from day 30. The ANOVA of the absolute BrdU-positive 
cell counts revealed a similar pattern through time (F4 ,so ~ 89.772, 
p<O.OOl, Bonferroni test yields p's<O.Ol). These counts represent 
the average number of BrdU-positive cells found in each PBI 
group (Fig. 2D), without adjusting for the total population of 
granular cells included in the analysis. 

In the animals sacrificed on day 1 PBI (Hg. 2E), 60% ofthe BrdU­
positive cells were located in the sub granular zone (SGZ), 32% in 
DG layer 1 (Ll), 7% in layer 2 (L2), and only 1 % were found in layer 
3 (L3). On day 7 PBI, 32% ofthe BrdU-positive cells were located in 
the SGZ, 54% in Ll, 11 % in L2, and 3% in L3. On day 15 PBI, 
16% ofthe BrdU-positive cells werelocated in the SGZ, 58% in Ll, 
19% in L2, and 6% in L3. At 30 days PBI, 13% ofthe BrdU-positive 
cells were located in the SGZ, 54% in Ll, 24% in L2, and 10% in 
L3. Finally, at 45 days PBI, 12% of the BrdU-positive cells were 
located in the SGZ, 51 % in Ll, 23% in L2, and 13% in L3. 

The proportion of cells found in each DG layer was compared 
between the different PBI groups using a one-way ANOVA 
(Fig. 2E). The proportion of cells in the SGZ differed among 
groups (F4,3o~ 176.086,p<0.001), where the proportion ofBrdU­
positive cells found in animals sacrificed on day 1 PBI was 
significantly different (using the Bonferroni post hoc correction) 
from all other groups (p<0.01). For Ll, the proportion ofBrdU­
positive neurons differed significandy among groups 
(F4,3o ~ 47.687, p<O.OOl), and the post hoc analysis showed 
differences between animals sacrificed at day 1 PBI and all other 
groups (0<0.01). Differences were also found between animals 
sacrificed at day 15 and day 45 PEI (p<0.01). In L2, significant 
differences were found in the proportion of BrdU-positive cells 
among groups (F4,30 ~ 40.070, p<O.OOl), and the post hoc analysis 
revealed differences between animals sacrificed at day 1 PBI and 
the animals sacrificed 15, 30, and 45 days PBI (p<0.0 1); 
differences were also found between animals sacrificed at day 7 
PBI and those sacrificed at days 15,30, and 45 PBI (p<0.01); in 
L2, significant differences were found between animals sacrificed 
on day 15 and those sacrificed on day 30 PBI (0<0. O 1). In L3, 
significant differences were found among groups (F4 ,so ~ 35.403, 
p<O.OO 1), and the post hoc analysis revealed that most of the PBI 
groups differed from each other (p<0.0 1), except those sacrificed 
on day 1 vs. day 7 PBI and animals sacrificed on day 7 vs. 15 PBI. 

The differences in the proportion of BrdU -positive cells located 
in the different regions between the animals sacrificed at different 
PBI times indicate that the newly incorporated cells migrate 
through the different DG layers. 

Sparse Arc expression in DG granular cells after spatial 
exploration 

After spatial exploration (SE), the expression of the immediate 
early gene Arc was observed in ~ 1.5% of the granular cell 

cc~ ....... <Eli 

¡,1~2~h~r ~~~l=====~==========~ ____ ~~~ = SE~IIlI <Eli 
5 min 30 min 

DO 01 D7 015 D 30 D45 

Figure 1. Schematic representation ofthe experimental procedure. BrdU was administered on day O, in 4 separate ip injections (50 mg/Kg 
each) every 4 h from 9:00 A.M to 9:00 P.M. Animals were sacrificed 1, 7, 15,30, or 45 days post BrdU injections (PBO, either from their home cages 
(cage control, CC) or 30 min after a 5-min spatial exploration (SE). 
doi:1 0.1371 /journa 1. po ne.D017689.g001 
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Figure 2. Survival and migration of adult-born granular cells. Confocal images, taken with a 25x objective, of the DG stained with DCX in 
red, BrdU in green, and counterstained with DAPI in blue. A) show s BrdU-positive ce 115 co-Iocalizing (yellow) with DCX from an animal sacrificed 7 
days PBI; B) shows BrdU-positive ce lis from an animal sacrificed 45 days PBI that do not co-Iocalize w ith DCX. e) Average proportion of BrdU-positive 
ce lis from the total granular (ell population found in each (1, 7, 15, 3D, and 45 days) PBI group. *P<O.Dl as compared to day 1 PBI group, t P<O.Dl 
between indicated groups. Note the significant decrease in the proportion of BrdU-positive ce lis found with time after new neurons were born. D) 
Absolute BrdU-positive cell counts found in each PBI group (1, 7, 15, 30 and 45 days); note that the results are ver¡ similar to the proportions shown 
in C. E) Percentage of BrdU-positive ce lis from the total BrdU-positive cell population found in each DG layer: the subgranular zone (SGZ), DG layer 1 
(L 1), DG layer 2 (L2), and DG layer 3 (L3), for the different PBI times. The different proportions of BrdU-positive ce lis found in the various layers with 
increasing time suggest that new ce lis migrate through the DG layers. 
doi:1 0.1371/journa 1. po ne.D017689.g002 

population, while in the cage control (CC) animals only ~0.3% of 
the granular cells were c1assified as Arc positive. The percentage of 
cells expressing Arc was significandy different (Fi,33::: 12.042, 
p<O.OO 1) between CC and SE animals, demonstrating that a small 
population of granular neurons in the DG expressed Arc in 
response to a novel spatial exploration in an open box (Fig. 3A), as 
previously reported [22,26,27J, and suggesting a sparse D G code 
for spatial information. 

Speeifie Are expression response to spatial exploration 
develops in new neurons over a 30-day period 

By using double staining, we observed that in animals sacrificed 
at early PBI times (1 15), BrdU is found mosdy in DCX-positive 
cells and in late PBI time (30 45) primarily in NeuN-positive 
neurons (Fig. 3D H). We also observed that Arc can be expressed 

':~. ~ PLoS ONE I www.plosone.org 

in DCX positive cells. At early times (Fig. 4.) For these reasons we 
inc1uded all BrdU-positive cells found in the different DG layers in 
further analysis. 

Arc expression in the BrdU-positive population differed across 
the different treatment groups (Fig. 3B). A 2-way ANOVA showed 
significant differences between days PBI (Fl,25 ::: 3.79, p<0.02); 
between exploration and cage control conditions (F4 ,25 ::: 13.603, 
p<O.O 1), and among days and the behavioral treatment 
(F4,25 ::: 5.437, p<0.0027). One day PBI, Arc expression was 
observed in 1.3% of the BrdU-positive cells found in cage control 
animals (CC) and in 1.01% of the BrdU -positive cells found in 
animals exposed to spatial exploration (SE); these values were not 
significant1y different. Arc was expressed in 2.1 % of the 7 -day-old 
new neurons from CC animals and in a similar percentage (1.56%) 
of the corresponding new neurons from SE animals. Moreover, 
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Figure 3. Are expression after spatial exploration. A) Percentage of the whole granular cell population that expresses Are after spatial 
exploration. Note that Are expression is obse rved in a higher proportion of ce lis in the exploration group (salid bar) than in cage controls (pattern 
bar). *P<O.OOl. B) Percentage of BrdU-positive cells that expressed Are in each PBI group, Le., sacrificed either directly from its ha me cage (Ce, pattern 
bar) or after spatial exploration (SE, salid bar). Are express ion in BrdU-positive ce lis occurs with no behavioral stimulation from day 1 until day 15 PBI, 
but on days 30 and 45 PBI, Are expression was observed in significantly more BrdU-positive neurons from exploration animals than from eage 
eontrols. *P<O.Ol. e) Pereentage of BrdU-positive ce lis expressing Are in eaeh DG layer, either after eage control eonditions (patterned bar) or spatial 
exploration (salid bar). The yellow horizontal bars represent the proportion of the total BrdU-positive ce lis found in eaeh layer on days 30 and 45. 
Note that no Are expression was found in BrdU-positive neurons in the SGZ. In L1, the IEG Are was expressed in a larger proportion of new neurons 
from exploration animals than from the eage eontrols, *P<0.D1, indicating that BrdU-positive neurons loeated in L1 are more likely to respond to 
exploration. The opposite was observed in L2, Le. the proportion of BrdU-positive ce lis in L2 that expressed Are was mueh lower in SE than in ee 
animals. D to H) 40x ca nfoea I images taken from the middle plane of a eonfoeal microseope image staekwere used to verify the eo-Ioealization of Are 
and BrdU. D) NeuN in blue, E) Are protein in red, F) BrdU in green, G) NeuN, Are, and BrdU merge; note that BrdU-positive neurons expressing Are 
appear yellow. H) Flat image obtained from a 3D boxels reeonstruetion. The rotation of the 3D projeetion was used to eonfirm BrdU and Are eo­
loealization. The sea le bar in G is 100 J.lm. 
doi:1 0.1371/journa Lpo ne.D017689.g003 

the proportion of 7 -day-old, BrdU -positive eells expressing Are 
(BrdU+/ Are+ eells) did not differ from the proportion ofnew eells 
expressing Are on day 1 PBI from either the SE or ce group. 
Fifteen days PBI, Are was expressed in a similar proportion of new 
eells from ce animals (~2.3%) and from the SE group (2.9%). 
Although Are expression in BrdU-positive eells tended to inerease 
from day 1 to day 15 PBI, this inerease was not statistiealiy 
signifieant. Importandy, these results suggest that Are express ion at 
this early time after these new neurons were bom may not be driven 
by spatial behavior stimulation. In eontrast, when new neurons were 
30 days old, the proportion ofBrdU+/ Are+ eells \Vas signifieandy 
greater (p<0.01) in SE (~5%) than in ce animals (~1.5%). The 
proportion of BrdU+/ Are+ eells at 45 days PBI also differed 
signifieant1y (p<0.001) between SE (4.8%) and ce animals (0.7%). 

A repeated measures ANOVA was done on the pereentage of 
eells expressing Are at the different PBI times and revealed 
signifieant ehanges with time (Fi .S::: 26.839, p<O.Ol), differenees 
between SE and ce groups (F4.4 ::: 3.385, p<0.05), and also a 
signifieant interaetion (F4 ,6::: 5.887, p<O.O 1), indieating that a 
specifie Are expression response to spatial exploration developed 
between 30 and 45 days after new neurons were born. 

It is important to note that the proportion ofBrdU+/ Are+ eells 
in response to exploration at 45 days PBI was signifieandy greater 
than the pereentage of total granular eells expressing Are in 
response to exploration (T 6::: 7.995 p<O.OOl). 

':~.~ PLoS ONE I www.plosone.org 4 

Exploration-indueed Are expression in BrdU-positive eells 
is observed mainly in DG L 1 

The position of the BrdU -positive eells expressing Are within 
the different granular layers of the dentate gyrus [8J was identified, 
and for eaeh layer we ealeulated the proportion of BrdU-positive 
eells expressing Are relative to the total population of BrdU­
positive eells that express Are. These proportions were compared 
between ce and SE groups (Hg. 3C) at all 5 time points when the 
animals were sacrifieed. Signifieant differenees were found 
between ce and SE animals in Ll (Fi,33::: 8.754, p<O.O 1), where 
89.3% of the BrdU-positive eells expressing Are from the SE group 
but only 63.78% from the ce group were loeated. In L2, the 
proportion of Are-expressing eells also differed signifieandy 
between ce and SE animals (Fi ,33::: 14.509, p<O.OOl) 29.56% 
ofthe BrdU-positive eells expressing Are from the ce group were 
loeated in L2 as eompared to 1.67% from the SE animals. In L3, 
no signifieant differenees were found between groups. The 
:MANOVA analysis revealed signifieant differenees between the 
various layers in the proportion of BrdU-positive eells expressing 
Are (Wilks lambda F2 3i ::: 7.183, p<O.O 1), and it is c1ear that the 
Ll region had the hi~est Are expression in BrdU-positive eells. 
Importandy, BrdU-positive eells expressing Are were not found in 
the SCZ.Using a Student's t-test we eompared the proportion of 
BrdU+/ Are+ eells with the proportion of BrdU-positive eells 
among the different DC layers. Sinee the specifie Are express ion 
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Figure 4. Are expression in DCX-positive cells. The images show double immunohistochemistry for Arc and DCX, and were taken with the 
Apotome microscope system (Zeiss) with a 40x/l.3 NA objective using Z section resolution. A) DAPI is shown in blue, B) Arc protein is shown in 
green, C) DCX is shown in red, and D) the 3 channels were merged. Scale bar=lOO J.lm. 
doi:l 0.1371/journa 1. po ne.D017689.g004 

response to exploration develops after 30 days, in this analysis we 
inc1uded only the animals sacrificed 30 and 45 days after the BrdU 
injection. The proportion of BrdU+/ Arc+ cells were significandy 
higher than the proportion ofBrdU-positive cells in Ll only for SE 
animals and not for ce animals (p<0.0 1). In contrast, in layer 2 of 
SE but not ce animals, the proportion of BrdU+/ Arc+ cells was 
significant1y lower (p<O.Ol) than the proportion of all BrdU­
positive cells. No differences were found in layer 3. 

A hypothesis suggesting that adult-born neurons rnodify 
their contribution to spatial inforrnation processing 
throughout their life and the anirnal's life span 

Here, we found that the proportion of new granular cells that 
responded to exploration 30 days after these neurons were bom 
was 5%, and at day 45 PEI it was 4.8%. Previously, we reported 
that ~2.8% of the 5-month-old, newly incorporated neurons 
responded to exploration [2J. This suggests that the likelihood of a 
new neuron to respond to behavioral exploration decreases with 
time [28J. In this study, we inc1uded ~80,000 upper blade DG 
granular cells per animal, obtained from 450 11m in the antero­
posterior axis. The whole sample region measured 1300 11m, and 
we calculated that it contained 231,000 DG granular neurons. 
From this population of neurons, 1.5% (3,465) responded to 
spatial exploration, a result similar to what has been reported 
p,eviously [22,26,27J. 

We hypothesize that the probability of the adult-bom granular 
neurons to respond to spatial exploration changes linearly with time: 

. :~.~ PLoS ONE I www.plosone.org 

where Po indicates the percentage of neurons that respond when they 
are 30 days oId. We used a linear regression to estimate the 
parameters of our model (Po::: .054, r::: -0.0002, K::: 0.9989, 
p ::: 0.0208), and the result is shown in Figure 5A, were the red circ1es 
represent our current data, and the yellow circ1e represents our earlier 
result [2J. The line represents the model, with wruch we calculate the 
probability that granular cells will respond to spatial exploration after 
they are more than 150 days oId. Obtaining the intercept oftheline to 
reach a probability ofO by the following formula: 

Po 0.054 
t=--=---

0.0002 

This suggests that 301 days after the new neurons were bom, they 
no longer respond to spatial exploration. We abo used the individual 
data from each animal to calculate this linear regression and obtained 
a significant regression (Po::: 0.0505, r::: -0.0002, K:::0.5101 , 
p ::: 0.0 135), validating the conc1usion obtained with the average 
proportions. We acknowledge that a linear model with only 3 data 
points presents c1ear limitations, and further research is needed to add 
more data points between 45 and 360 days. This will allow us to 
determine if a linear model is adequate and will test the prediction that 
cells no longer respond to exploration after they are ~ 1 year old . 
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Figure 5. Contribution of adult-born neurons to spatial information processing: a hypothesis suggested by integrating our current 
data with that obtained previously. A) Linear regression plot calculated using the percentage of BrdU-positive ce 115 that specifically respond to 
spatial exploration by expressing Are from animals sacrificed on days 30 and 45 PBI (red dots), and those sacrificed 150 days PBI (yellow dot) [2J. Using 
this model we calculated the maximum length of time throughout the life span of the animal during w hich adult-born neurons respond to spatial 
exploration (time in days means age of animals in X axisfor all graphs). The result suggests that after 301 (271+30) days, the neurons born in the adult 
brain may no longer respond to spatial exploration. B) The data obtained from Kuhn [29J was scaled to fit our BrdU-positive cell proportions, and a 
power model was used to calculate the number of neurons that survived at the different times through the animal's life. C) Cumulative number of 
new neurons that survived after 30 days including all the neurons born since 70 days post natal, when the animal is already mature. D) Total number 
of neurons born after DG development that contributes to the DG spatial exploration response over the course of the animal's life span. The red line 
shows the time (day 217) when the maximum number of new ly incorporated neurons participates in the DG network response to spatial information 
processing. At this time, 2057 new neurons respond to spatial exploration, which represents 60% of the total DG granular cell population that 
responds to spatial exploration. The super-imposed graph (shown in light colors) represents the same calculation including the number of neurons 
born since postnatal day 1 that survive for 30 days. Notice in particular that the contribution to spatial information processing of neurons born after 
the DG development is complete increases through the early age of the animals, and after reaching its maximum, it rapidly decreases to a platea u 
reached in late adulthood. 
doi:1 0.1371/journa Lpo ne.D017689.g00s 

The number of new granular neurons found 45 days after birth in 
the sampled regions was 345. Adult-bom neurons that survived for 
4 weeks remained stable for at least 11 months [8J; therefore, we can 
assume that the number of newly incorporated neurons detected at 
days 30 45 PBI represents the number of cells bom on day 1 that 
will survive for the rest ofthe animal's life. However, the rate of cell 
proliferation varies across the animal's life span [29J, and this 
modifies the number of stable new neurons throughout the Efe time. 

Animalls age in days=t 180 360 810 

# of Neurons in the sampled region 58 18 10 

By using these data [29J we propose a power model: 

Since the DG is fully assembled after the first post-natal weeks 
[30J, sexual maturity is reach after 6 weeks [31J, and the neurons 

.:~.~ PLoS ONE I www.plosone.org 

that survive for 4 weeks remain, we perform further calculations 
using the number of granular cells that were bom and survived 
since post-natal day 70. No is then the number of new granular 
neurons that survive for 30 days. In order to estimate the 
parameters of our model, we calculate a linear regression. We 
choose 's' such that the equation predicts the number of BrdU­
positive cells that we detect after 45 days in the current work 
(Figme 2C&D). (N(150) ~345J. The ,esult, No ~22I8.2, is shown 
in Figure 5B, where the red dots are the data and the solid line is 
the model. From these data we calculate the cumulative number of 
neurons that were bom after the animal was sexually mature and 
that survived throughout the animal's life span, assuming that 
there is no mortality after 30 days of maturation [8J. 
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The cumulative number of adult-bom granular neurons over 
the course of the animal's Efe span is shown in Figure 5e. In order 
to estimate the number of adult-bom granular neurons that 
contribute to the DG response to spatial exploration throughout 
the animal's Efe span, we considered the number of neurons that 
are added through time (N(t)), and the probability that they will 
respond at different time intervals (P(t)) after they were added. In 
order to combine these measurements we used a convolution of 
the variables N and P. 

R(t) ~ J 0(T)P(t-T)dT 

30\ 

This is the overlap leve! of N and the function of P transferred 
and inverted, which implies the number ofnew neurons N(r) at 
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time t (throughout the animal's Efe span) under the proportion P 
(t-r) that contribute to spatial information precesing (see Fig. 6A 
and 6B for a graphic explanation). The resulting calculation 
showed that the time t, when the maximum number of neurons, 
that were bom after the DG network was fully formed, contribute 
to spatial information processing, is at day 217, where 2057 ofthe 
adult-bom neurons in the sample region are predicted to respond 
to spatial exploration (Hg. 5D). This represents 60% of the total 
granular cell population that responds to this behavior. If we 
inc1ude in our calculation all the neurons bom after the animal's 
birth that survive for 30 days, the result suggest that at day 129 of 
the animal's Efe, 99% of the neurons that respond to exploration 
are neurons that were bom post-natally (Figure 5D, shaded Ene). 

We emphasize that this model is presented only as a new 
hypothesis suggesting that the neurons bom in the adult mammal 
hippocampus change their contribution throughout both, their 
own and the animal' s Efe span. These results, though inconc1usive, 
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Figure 6. IIlustration of the calculation procedure. A) As an example of our calculation that lead to the results found in Figure 6D, we can 
estimate the number of ce lis that contribute to the spatial exploration response at day 400 in the life of (red arrow), from ce lis born on day 250. We 
found ~ll,OOO new neurons that were born on day 250 and survive for at least 30 days; when we multiplied this by the proportion of neurons that 
responds to exploration at day 400 (2%), we calculated that ~220 ce lis respond to exploration (purple arrow in B); B) When all the new neurons are 
considered (area under the line in yellow) we have a total number of neurons that respond at day 400, from the cumulative number of new neurons 
at that time. C) To determine the background due to Arc expression during early development of new neurons, we calculated the probability of 
neurons to express Arc from 1 to 30 days, using 2 linear models. D) A similar convolution as the one used for our previous calculation was done to 
estimate the number of adult-born neurons found from 1 to 30 days PBI (Figure 5 C). Note thatthe maximum proportion of neurons that express Arc 
with no stimulation is ~0.16%; for comparison, cage control animals present 0.31% of cells expressing Arc with no previous stimulation (Figure 5 A), 
and this represents ~1 0% of the granular cells expressing Arc after spatial exploration. 
doi:1 0.1371/journa Lpo ne.D017689.g006 
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should stimulate further studies that evaluate the relevance and 
contribution of newly incorporated granular neurons through 
time. 

Discussion 

During the first 6 weeks, the average proportion ofBrdU-positive 
cells found in the DGfrom all animals fell from ~0.35% on day 7 to 
~0.15% on day 45, suggesting that ~60% ofthe neurons detected 
on day 7 died over the course ofthe next 5 weeks. 

It has been reported that in mouse, new neurons that survive 
more than 4 weeks represent 20% to 45% ofthe proliferating cells 
[2,32J and that in rats, they represent 42 to 60% ofthe newly bom 
neurons [32,11]. In the present work, the number ofBrdU-positive 
cells found on day 1 PBI was lower than the number of cells found 
on day 7 PBI. This may be explained by the fact that on day 1, 
only 12 hrs had passed since the last BrdU administration, and 
more new cells may have incorporated BrdU in the following 
hours [33]. This is consistent with an earlier report that used a 
single exposure to CHJ-methyl-thymidine and found more labeled 
cells on day 7 than on day 1 [34]. Here, we found that the 
proportion of granular cells bom on one day that survive for 45 
days is 0.15%, and that these cells may survive for 3 to 11 months 
[8,32J; the result was similar using the absolute BrdU-positive cells 
counts. We calculated that the whole DG contains ~1,200,000 
granular cells, which is consistent with previous reports [35,36J 
and suggests that the number of cells bom in the DG during one 
day that survive is ~ 1,800. A similar number can be calculated by 
using the estimated number of cells bom each day in the adult rat 
DG [33J and subtracting the dying neurons [8,32]. 

The location of the BrdU -positive cells among the different DG 
layers throughout time indicated that new cells migrate from the 
SGZ through the rest ofthe layers, as previously reported [8,14]. 
The highest migration from the SGZ to DG Ll and L2 was 
reported to occur between day 7 and 14 [14]. We observed that 
from day 1 to 15 PBI, when express ion ofDCX is highest [12J, the 
location of new cells changed significandy, primarily from the 
SGZ to DG Ll and L2, indicating that this new neurons migrate 
through the DG layers. Gur results abo show that a small 
proportion ofBrdU-positive cells (~ 10%) stay in the SGZ. Most 
(51 %) of the BrdU-positive cells that survive for 45 days stay in 
DG Ll, consistent with previous observations that ~60% of the 
newly incorporated neuroilS were located in this layer [8J; at day 
45 PBI the percentage ofnew cells that we found in L2 was 22.6%, 
and in L3 it was 13.5%, also consistent with the earEer report. 

The proportion of DG neurons expressing Arc after exploration 
was 1.5%, significandy higher than that observed in the cage 
control animals and in agreement with the notion of a sparse code 
for spatial information processing in the DG [22,26,27]. 

The Ekelihood to observe Arc expression in BrdU-positive cells 
increases throughout new neuron maturation, as recendy reported 
for other IEGs such as zif268 and cFos [32]. The highest IEG 
(zif268 and cFos) express ion, after kainite-induced seizures, was 
observed at 4 weeks and remained stable at 10 weeks. The 
express ion of zif268 induced by water maze training was maximal 
at 3 weeks; however, it is not c1ear if such expression was 
specifically induced by the behavioral treatment, since no 
behavioral controls were shown [32J. In our case, from day 1 
until day 15 PBI the proportion of BrdU-positive cells expressing 
Arc was similar in cage control and exploration animals. Likewise, 
in animals that received L TP-inducing stimulation, Arc express ion 
was reported in both the stimulated and the non-stimulated 
hemispheres in l-day-old new neurons [25J. These data suggest 
that Arc expression in new neurons at an early stage of their 
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development occurs independendy of sensory or behavioral 
stimulation. We cannot suggest that this seemingly spontaneous 
or constitutive Arc express ion [25J is independent of neuronal 
activity, but it may occur without synaptic stimulation since 
immature granular neurons do not respond to synaptic input or 
are "silent" at this early stage [14]. It is possible then, that these 
new neurons may be activated in response to paracrine BDNF 
release or other signals [37J, which is an interesting idea since this 
time is critical for the maturation and synaptic integration of adult­
bom neurons. Arc expression at this early stage may be indicative 
of an ongoing biological process involved in the synaptic 
integration of adult-bom neurons [25J. This hypothesis is 
supported by recent evidence showing that Arc increases the 
density of immature spines and regulates spine morphology [38J. 
Studying the role of Arc expression in young, adult-bom granular 
neurons may help to understand the cellular mechanisms 
underlying the synaptic integration of these neurons. 

Gn the other hand, Arc expression at these early stages may 
represent background noise in the system. For this reason, we 
calculated the number of new neurons that contribute to Arc 
express ion in the general population. The result indicated that in 
cage control animals ~50% of all the granular neurons expressing 
Arc may be new granular neurons born between 1 and 30 days 
before sacrifice (See Fig. 6C & D). However, this represents only 
~ 1 0% of the neurons expressing Arc in response to spatial 
exploration, suggesting that the background noise produced by 
this Arc expression in young new neurons contributes relatively 
litde to the whole DG network response to exploration. 

At days 30 and 45 PBI, Arc expression in the BrdU-positive 
cells was significant1y higher in animals allowed to explore than in 
cage controls, indicating that a specifie response to exploration 
develops with maturation. Previously, it was reported that the 
unspecific expression of Arc in response to L TP stimulation lasted 
for about 28 days, but the number of BrdU-positive cells 
expressing Arc under these conditions increased on day 28 in the 
granular celllayer, and from day 14 onwards in the SGZ [25J. In 
contrast, we found no Arc expression in the BrdU-positive 
neurons located in the SGZ (Fig. 3C), indicating that new 
granular cells found in this DG region are not responsive to 
behavioral exploration and may not be functionally integrated 
into the behaviorally relevant network. This agrees with our own 
analysis of Arc expression in the different DG layers (Fig. 7 A), 
where we did not find Arc-expressing cells after spatial 
exploration in the SGZ. This may suggest that migration from 
the SGZ to the DG granular layer is mandatory for new neurons 
to be able to respond to behavioral exploration and express Are. 
The discrepancies with Kuiper's work may also be explained by 
the different stimulation methods and the animals that were used. 
It is possible, even in the non-stimulated hemisphere and in the 
SGZ [24J, that a strong electrophysiological stimulus can activate 
the CA3c commissural projections [39J, thereby inducing Are 
expression in new neurons due to their enhanced plasticity [40]. 
Another possibility is that the functional integration of adult-bom 
neurons into the hippocampal network may take longer in 
Sprague Dawley than in Wistar rats. 

The enhanced plasticity of newly incorporated neurons (4 to 6 
weeks of age) was confirmed in the present study with the 
observation that ~5% of the new neurons found at 30 45 days 
PBI responded to exploration by expressing Arc, whereas only 
1.5% ofthe totalDG neurons responded. This difference is similar 
to a previous report [19J and agrees with our earlier findings [2J, 
where a significandy higher proportion of 5-month-old new 
neurons than of total DG neurons expressed Arc in response to 
spatial exploration. 
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Figure 7. Dentate gyrus layer segmentation and Are expression 
in the different layers. A) Shows a representative DG layer image 
segmented into 4 equidistant layers. NeuN-positive granular ce lis are 
shown in blue, Arc-expressing ce lis in pink. and BrdU-positive ce lis in 
green. The grid was used as a guide for the segmentation procedure, 
and the ce lis that were mainly (>50%) located in grids from a particular 
layer were considered to belong to that layer. The segmentation is 
represented by an overlay of translucent colors. In brown is the SGZ, in 
purple Ll, in green L2, and in gray L3. B) Percentage of granular ce lis 
(from the general population) expressing Are in the different DG layers 
after spatial exploration. The red bar is the proportion of cells 
expressing Arc in alllayers. 
doi:1 0.1371 /journa 1. po ne.D017689.g007 

The timing for the development of this Arc express ion in 
response to spatial exploration coincides with the dynamic cellular 
process that takes place in these cells [9,14,10J and reflects the 
COurse of selective survival and integration into a network that 
processes spatial information. Around the time new neurons 
become responsive [13,14J and their glutamatergic and GABAer­
gic input matures [13,14,15,16J, the express ion of Arc rises and 
becomes specific. This suggests that the enhanced survival effect of 
behavioral stimulation soon after new neurons are bom [41,42J 
depends on a non-specific activation of DG neurons, probably 
related to BDNF express ion [43,44J. 

In animals exposed to spatial exploration, ~90% oftheir BrdU­
positive cells that express Arc were located in DG Ll compared to 
60% in the cage control group. The distribution pattem of BrdU­
positive neurons among the DG layers (Figure 2D) is similar to 
that observed for BrdU -positive neurons expressing Arc in cage 
control animals but notably different from the distribution of new 
neurons that respond to spatial exploration by expressing Arc. The 
observations that mature (28-day-old), new neurons found in DG 
Ll exhibit a well-defined dendritic structure, a conspicuous axonal 
projection extending towards the hilus, and spiny dendrites 
reaching the outer molecular layer [14J suggest that neurons 
located in Ll mature earlier, developing a functional response to 
the input, while neurons located in L2 and L3 develop these 
features later. This may explain why most of the adult-bom 
neurons that are functionally integrated into the behaviorally 
relevant network are located in this inner layer, and suggests that 

.:~.~ PLoS ONE I www.plosone.org 

Adult-Born Neuron Integration 

the time required for migration may delay the functional 
integration of new neurons; thus, it is expected that neurons 
located in L2 and L3 will acquire the ability to respond specificalIy 
to spatial exploration at a time point later than 45 days, since Arc­
expressing cells are found in all 3 granular layers with a bias 
towards those located in the inner DG (see Fig. 4B). 

When we estimated the proportion of BrdU-positive cells that 
respond to spatial exploration by expressing Arc over the course of 
the animal's life span, we found a highIy significant linear regression; 
thus, our hypothesis is that neurons bom in the adult DG after day 
301 do not respond to exploration anymore; this does not suggest 
that new neurons lose their integration within the network but 
rather that they can no longer be recruited into circuits that process 
spatial information (Hg. 5A), which may be related to a network 
mechanism that ensures that the DG code for spatial information 
can change. It is important to acknowledge that a non-linear model 
may also fit the data, and that more data points are required to 
demonstrate that our hypothesis is correct; however, the hypothesis 
is supported by the highIy significant linear regression analysis and 
by the fact that the number of new neural units under the curve 
throughout the animal's life (Hg. 6D) agrees with the total number 
of Arc-expressing cells after exploration. 

The hypothesis that old granular cells no longer process spatial 
information after a certain time agrees with the granular cell 
retirement hypothesis [45J, which suggests that granular neurons 
process spatial information for a limited period of time. This 
satisfies an important requirement of the associative memory 
model from Treves and Rolls [46J, which proposes that: 
" ... during retrieval ... , the mossy fiber input should be absent or 
strongiy reduced ... , in order not to blur the signal relayed by the 
perforant path". Our data suggest that, instead of shutting do"WIl 
or reducing the DG input to the CA3 during retrieval, a few 
granular neurons retire every day, gradually changing the DG 
code of a particular experience. This hypothesis is of great interest, 
but its validity must be tested by further research with more time 
points, especialIy at late maturation times for adult-bom neurons. 

The model also suggests that in a 7 -month-old animal, 60% ([5-
month-old and 99% J if we inc1ude all neurons added postnatally) of 
the total granular neurons that responded to exploration should be 
neurons bom after the DG was fully forrned. This suggests that 
adult-bom neurons may contribute more to spatial information 
processing than pre-natalIy bom granular neurons. This idea was 
recendy tested in mice that received the administration of the 
thymidine analog CidU either on embryonic day 18 or postnatal 
day 7 and another thymidine analog IdD on postnatal day 60 [47J. 
The results showed no differences in the proportion of granular cells 
responrung to spatial behavior by expressing cFos. However, if we 
compare the time of analysis (Postnatal day 60) with our model 
(Fig. 5D) and comider that rats and mice present slight differences in 
the speed of maturation and lúe span [31,48J, it is possible that 
differences may be observed at later time points, congruendy, other 
groups had recendy found a higher proportion of adult bom 
granular neurons responding to behavior compare to prenatally 
bom granular neurons (Nora Abrous, Personal Communication). In 
any case, the model suggests that adult neurogenesis plays a pivotal 
role in spatial information processing, and that this contribution 
changes with time, which may explain cognitive changes related to 
hippocampal function over the course of the animal's life. 

Methods 

Subjects 
Thirty-five adult male Wistar rats (4 months of age) were 

provided by the bioterium of our Institute. Rats were individualIy 
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housed, had access to water and food ad libitum, and were 
maintained on an inverted 12 h:12 h light-dark cyc1e, with lights 
on at 9:00 amo The animals were allowed to habituate to the room 
conditions and handled daily for at least 10 days before 
experiments began. The "bioethics committee" from our institute 
headed by Dr. Magdalena Giordano Noyola approved all the 
protocols and experimental procedures performed with the 
animals in the present study, which were done in accordance 
with international ethical guidelines for animal care and handling 
(ID:INEU/SA/CB/034). 

BrdU administration 
Given that our goal was to accurately establish the date on 

which new neurons were able to respond to behavioral 
stimulation, we compared different 5-Bromo-2'-deoxyuridine 
(BrdU) (Sigma, St Louis MO ) administration procedures to 
maximize the number of newborn neurons detected on a single 
day. Adose of 200 mg/Kg, divided into four, 50-mg/Kg 
injections (diluted in 0.15 M NaCI solution) and administered 
every 4 hrs gave the highest number of BrdU-positive cells in the 
hippocampal dentate gyrus, as compared to other procedures 
tested. The first BrdU injection was at 9:30 am and the last was at 
9:30 pm on the same day. After the BrdU administration, the 
animals remained undisturbed in their home cages until they were 
sacrificed after or without a 5-min spatial exploration session (see 
Fig.l). 

Spatial exploration 
In order to examine the response of new neurons to spatial 

exploration at different maturation times, 1,7, 15,30, or 45 days 
post BrdU injections (PBI), the animals were exposed to a 5-min 
exploration session (n::: 5, 4, 4, 4, and 3 respectively) and were 
sacrificed 30 min later (Fig. 1). The exploration environment was 
an open square box, 70 x70 cm, with 20-cm-high walls made of 
translucent acrylic. A11 the walls were covered with orange foamy 
paper, and the fIoor was partitioned into nine grids using black 
foamy paper strips. Each rat was fully covered with a white towel, 
then individually transported to the behavioral room, placed in the 
center of one of the grids in the apparatus, and moved to the 
center ofa different grid every 15 s. This ensures that each ofthe 
grids was visited two or three times during the 5-min exploration 
session [22J. Immediately after exploration, the animal was placed 
back in its home cage and kept undisturbed. Cage control animals 
for each PBI group (n::: 3) remained undisturbed in their home 
cages during the behavioral session and were sacrificed the same 
day and time as their respective exploration group. 

Brain extraction 
Thirty min after the exploration session, each animal was killed 

by quick decapitation. The rat's brain was quick1y and carefully 
extracted and frozen in 2-methylbutane (Sigma) by immersing it in 
a dry ice/ethanol slurry. The rat brains were stored at -70°C. 

Blocking and sectioning 
Using a stainless steel matrix (Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield, PA), brain hemisections inc1uding the whole hippocampi 
were obtained. From 8 to 10 brain sections were molded into a 
block with Tissue-Tec OCT compound® (Sakura Finetek, 
Torrance, CA), such that each block contained brains from all 
groups and the position of each group differed in each block. The 
blocks (4 total) were cryosectioned into 20-im-thick coronal 
sections at -18°C in a CM1850 Leica cryostat (Nussloch, 
Germany), captured on slides (Lauka, MEX) pre-treated with 
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diethyl-polycarbonate (Sigma) solution, and kept in a sealed box at 
-70°C before the immunostaining procedure. 

Immunostaining 
In order to maximize the detection of BrdU-positive cells 

expressing Arc, 30 to 40 serial sections from the dorsal 
hippocampus (Range between -2.60 to -4.3 from bregma) from 
each block were selected for the staining procedure. We used a 
triple immnunostaining protocol similar to that described 
previously to detect NeuN, Arc, and BrdU [2]. The tissue was 
fixed in 2% paraformaldehyde, pH 7.4, for 8 min at 4°C, washed 
in Tris-buffered saline (TBS), pH 7.0, and quenched in TBS with 
2% H 20 2 for 20 mino The sections were blocked for 40 min in 
tyramide signal amplification (TSA) kit blocking buffer (Perkin 
Elmer Life Sciences, Emeryville, CA). The tissue was then 
incubated sequentially with biotinylated mouse anti-NeuN anti­
body (l :2000; Chemicon, Bedford, :MA), with polyc1onal rabbit 
anti-Arc antibody for the second detection (1:500; a kind gift from 
Paul F. Worley's laboratory), and for the third detection with 
mouse anti-BrdU monoc1onal antibody (l :500 BD Biosciences 
México DF, México). After detecting NeuN and before Arc 
antibody incubation, the tissue was permeabilized with acetone/ 
methanol (50:50, v/v; Sigma) at 4°C for 15 mino For the detection 
of BrdU, the tissue was taken through a DNA denaturing 
procedure, consisting of an incubation with 50% formamide in 
2 xSSC buffer (Sigma) at 65°C for 2 h, washed in 2 xSSC for 
10 min, incubated in 2 N HCI at 3 rc for 30 min, and washed in 
0.1 M boric acid, pH 8.5, for 10 mino Biotinylated anti-NeuN was 
detected with the avidin-biotin A+B Vectastain amplification kit 
(Vector laboratories, Burlingame, CA) and the cyanine-5 (Cy5) 
TSA fluorescence system (PerkinElmer); before Arc detection, the 
A/B blocking kit (Vector laboratories) was used to block the 
remaining A+B, and the rabbit anti-Arc was detected with 
biotinylated anti-rabbit antibody (Vector laboratories), amplified 
with the A+B Vectastain amplification kit, and finally visualized 
with the Cy3 TSA fluorescence system (PerkinElmer). Mouse IgG 
from the first detection was blocked using the mouse-on-mouse 
blocking kit (Vector Laboratories) before detection of BrdU. The 
mouse anti-BrdU antibody was detected with a biotinylated anti­
mouse antibody in which the signal was amplified using an A+B 
Vectastain amplification kit, and finally observed using the F1TC 
TSA fluorescence system (PerkinElmer). 

In order to determine the neuronal lineage of BrdU-positive 
cells detected early in their maturation, a double staining for 
doublecortin (DCX) and BrdU was done. In this case, BrdU 
detection as described aboye was carried out first, and DCX was 
detected afterwards using a goat anti-DCX antibody (1:200, Santa 
Cruz®), then amplified with A+B Vectastain amplification kit, and 
revealed with Cy3. We also performed double immunohistochem­
istry for Arc and DCX combining the methods described aboye. 
No staining was observed in the absence of the primary or 
secondary antibodies, for all antigens. 

Imaging and Analysis 
The MosaiX module for the APOTOME system (Carl Zeiss, 

México, DF. México) with the 25 x/0.80NA LCI Plan-Apochro­
mat oil immersion objective was used to obtain whole dentate 
gyrus (DG) mosaic image stacks (with 1.5-im optical Z sections). 
About 8 to 12 individual image stacks were collected and 
assembled by the MosaiX system (Carl Zeiss) for each DG. About 
twenty-three whole DG mosaics, taken from the serial stained 
sections, were imaged for each animal, corresponding to a 
dorsoventral length of ~460 im from the dorsal hippocampus. 
Note that only those sections that were optimally stained were 
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inc1uded in the analysis. The most anterior section was ~6.0 mm 
and the most posterior was ~4.7 mm from the interaural plane 
[49]. 

Using the Metamorph imaging software, a 2D image was 
constructed using the middle plane image from each DG MosaiX 
stack. This was used as the reference image, in which the DG 
granular layer was partitioned into 4 layers [8J (see Fig. 7B for a 
visual description of the segmentation); one represented the 
subgranular zone (SGZ), and the other 3 represented the inner 
(Ll), middle (L2), and outer (L3) part ofthe DG granular layer. It 
is important to note that the DG granular layer thickness varies 
across the length of the blade; for this reason, the proportion was 
adjusted throughout the whole length of the DG granular layer, 
assuring that the inner, medial, and outer DG granular layers 
always represented 33% of the whole layer thickness in order to 
analyze the position of the new granular neurons within the DG 
granular layer. Meanwhile, the MosaiX stack was used to identify 
the NeuN-positive cells (image in blue), the cells that had 
incorporated BrdU (image in green), and those expressing Are 
(image in red). The BrdU-positive cells co-Iocalized with NeuN, 
particularly in the animals sacrificed 15 or more days after BrdU 
administration; in animals sacrificed earlier, BrdU co-Iocalized 
p,imarily with DCX (Fig. 2A and B). Nearly al! of the B,dU­
positive cellsco-Iocalized with DCX on days 1 to 15, and most of 
them co-Iocalized with NeuN from day 30 onwards. These 
express ion time points are similar to those reported earlier [12J, in 
which the DCX or NeuN cells represented ~90% of the total 
BrdU-positive population. Moreover, we found that in animals 
sacrificed at early time points (l 15 days PBI) during the 
maturation of these new neurons, Are express ion was found in 
DCX cells (Fig. 7 A). For this reason, we inc1uded all BrdU-positive 
cells in the study, and the NeuN staining was used to delineate the 
DG granular layer. The Arc-positive cells were considered to be 
the activated neurons. Each cell was c1assified as BrdU-positive, 
Arc-positive or positive for both BrdU and Are, and its 
c1assification was marked in the reference image, according to its 
position in the granular layer. It is important to c1arify that the 
image stack was used to properly c1assify each cell as Arc-positive 
or BrdU-positive; additionally, when a cell was c1assified as both 
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BrdU-positive and Arc-positive, a 40 x confocal image stack was 
projected as a 3D image to confirm this c1assification (see Fig. 3D 
to H). The absolute BrdU-positive cell counts are the summation 
of all BrdU-positive cells found in all DG images from each animal 
(~23 images per animal), and an average per group was obtained. 
After c1assification, the DG granular layer volume was calculated 
in the reference image, using a 40 x confocal image in which the 
useful planes were obtained that, in combination with the area of 
the DG granular layer, were used to calculate the depth of the 
tissue (see Figure 2C and D). The total number of granular cells 
within the volume of the DG granular layer was estimated for each 
animal, as described before [25,27J. We estimated that about 
~80,000 granular neurons per animal were inc1uded in the 
analysis. Using the total number of granular cells per animal, the 
proportions ofBrdU-positive cells, Arc-expressing cells, and BrdU­
positive Arc-expressing cells were calculated. 

Statistics 
One-way ANOVA with Bonferroni as a Post-hoc test, 

11ANOVA, or a student's t-test was used where appropriate to 
compare the proportion of BrdU-positive, Arc-expressing, and 
BrdU-positive Arc-expressing cells in the different conditions and 
throughout the DG granular layer. 
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