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RESUMEN

Los cambios estructurales y funcionales en zonas particulares del cerebro, entre ellos la
neurogénesis, o la generacion, maduraciéon e integracion de nuevas neuronas en el giro
dentado del hipocampo (GD), sustentan algunos procesos de aprendizaje y memoria. Diversas
aproximaciones experimentales que eliminan el proceso neurogénico del giro dentado han
demostrado que este es esencial para el desempefio adecuado de tareas cognitivas como la
memoria espacial, la memoria contextual, la memoria de reconocimiento y la separacién de
patrones. Durante etapas tempranas de su desarrollo, los precursores neuronales y las
neuronas jovenes expresan el cotransportador a Cl, Na* y K* NKCC1, el cual participa en el
establecimiento de gradientes idnicos y por lo tanto en las propiedades electroquimicas
caracteristicas de estas células. Evidencia experimental muestra que el bloqueo del
cotransportador previene la adecuada maduracion morfologica de las nuevas neuronas. Sin
embargo, se desconoce la repercusion de esta alteracion en la conducta. Ello resulta de interés
ya que existen farmacos como la bumetanida, un inhibidor con alta especificidad por el
cotransportador NKCC1, que se utilizan como diuréticos y se plantea su empleo como agentes
terapéuticos en conjunto con las benzodiacepinas para tratar la epilepsia. El objetivo de este
estudio fue evaluar la modulacidn in vivo de la maduracién de las neuronas del giro dentado
generadas en la etapa adulta y analizar el impacto de dicha modulacién sobre el aprendizaje y
la memoria contextual. Para ello se administr6 bumetanida a ratas jovenes-adultas de 12
semanas de edad de forma cronica durante 28 dias y al término de la infusién se analizo el
aprendizaje y la memoria aversiva al contexto. Se obtuvieron los cerebros para analisis de
inmunofluorescencia contra doblecortina (DCX), una proteina del citoesqueleto de las
neuronas inmaduras, y se obtuvieron imagenes por microscopia confocal para el andlisis de
diferentes parametros estructurales asociados a la maduracion de las neuronas jévenes. Los
resultados muestran que la densidad de DCX disminuye en los animales tratados con
bumetanida y la capa granular inferior esta particularmente afectada. Asi mismo, la longitud
de las dendritas primarias esta significativamente disminuida en la cresta y capa granular
inferior y tanto la longitud dendritica total, como la cantidad de dendritas por zona, se
observaron disminuidas en la capa granular superior. Se detectaron diferencias en relacion al
angulo de crecimiento de las dendritas en la cuchilla inferior y; las pruebas conductuales
muestran que tanto el proceso de aprendizaje, como el de memoria aversiva contextual es
igual entre grupos. Estos datos muestran que aun cuando la bumetanida tiene un efecto
negativo sobre la maduracién de las neuronas jovenes nacidas en la etapa adulta, ello no
afecta significativamente el proceso de aprendizaje y memoria aversiva contextual.

Palabras clave: Neurogénesis, NKCC1, Bumetanida.



INTRODUCCION

Aprendizaje y memoria

Los individuos nacen sin conocimientos sobre su ambiente y es a través de la experiencia que
adquieren la informacién necesaria para modificar su conducta y procurar su sobrevivencia.
El aprendizaje, o la obtencion de nueva informacién del medio, y la memoria, o en conjunto los
procesos de codificacidon, almacenamiento y recuperacion de la informacién adquirida son la
base de la adaptabilidad funcional de la conducta (Kandel y cols., 2001).

Hay formas de aprendizaje que requieren del uso de los sentidos y de una eficiente
codificacion para cada tipo de estimulo, lo cual depende de estructuras cerebrales diferentes e
interconectadas (Kandel y cols., 2001). Por ejemplo, la capacidad de integrar un conjunto de
elementos en un contexto depende del hipocampo, la corteza prefrontal medial y la amigdala
(Maren y cols., 2013; Rudy, 2009).

La memoria se ha clasificado en explicita o declarativa e implicita o no declarativa (Figura 1).
La primera se refiere a la memoria de tipo episddica, que es la capacidad de recordar los
acontecimientos de la experiencia personal o eventos, y a la memoria de tipo semantica, que
consiste en recuperar conocimientos objetivos o hechos (Kandel y cols., 2001). La memoria no
declarativa por otra parte, abarca los procesos mentales que no requieren de un proceso de
recuperacion voluntario, como las habilidades motoras, la percepcién, y las emociones
(Kandel y cols., 2001).

Declarativa o explicita No declarativa o implicita |
Memoria Memoria Procedimental “Priming” y | Condicionamiento clasico
episédica semantica (habilidades y habitos Aprendizaje |
(eventos) (hechos) perceptual
| Respuestas Respuestas

: emotivas motoras
Lébulo temporal.

Diencéfalo medial.

Hipocampo |Am|’gda|a | | Cerebelo |
(giro dentado)

Figura 1. Clasificacion de tipos de memoria. Se ha elaborado una clasificacion de los tipo de memoria gracias
al conocimiento adquirido a partir de la practica clinica y la experimentacién animal. Tomado de Kandel y cols.,
2001.

El funcionamiento adecuado del circuito hipocampal (Figura 2) es crucial en la memoria de
tipo episodica y esta particularmente involucrado en resolver tareas que comprenden
relaciones espaciales, como la separacién de patrones: la capacidad de eliminar la
redundancia de eventos o contextos similares de forma que puedan ser diferenciados (Maren
y cols., 2013; Whissell y cols., 2013; Cameron y Glover, 2015; Aimone y cols., 2011).

La separacion de patrones involucra ademas la capacidad de los individuos de recordar
elementos clave de un ambiente como la presencia de estimulos aversivos, asi entonces el
hipocampo es también fundamental para recordar contextos (Koehl y Abrous, 2011; Maren y
cols., 2013). Para el estudio del aprendizaje y la memoria de tipo contextual se pueden
utilizar diferentes pruebas, como la prueba de condicionamiento aversivo al contexto, que
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consiste en generar condicionamiento entre un estimulo aversivo (e. g. un choque eléctrico) y
un contexto. A medida que el individuo se condiciona o aprende, despliega una conducta de
inmovilidad. Al colocar al individuo nuevamente a el contexto de condicionamiento, pero sin
la administracion de los choques, se puede analizar si el individuo recuerda este contexto
como aversivo ya que presenta la conducta de inmovilidad aun en ausencia del estimulo
aversivo. El tiempo de inmovilidad observado es un indicador de la capacidad del individuo de
recordar el contexto (Curzony cols., 2009; Maren y cols., 2013).
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Figura 2. La formacion hipocampal en el cerebro de la rata. A. En este esquema se muestra a la izquierda una
ilustracion del corte sagital del cerebro de una rata y la localizacién de la formacién hipocampal (HP) respecto a
otras estructuras cerebrales como el bulbo olfatorios (olfactory bulb, OB, por sus siglas en inglés), la corteza
(cortex, en inglés), el mescencéfalo (midbrain, en inglés), el cerebelo (cerebellum, en inglés), el ventriculo lateral
(lateral véntricle, LV, por sus siglas en inglés), el hipotdlamo (hypothalamus, en inglés), el puente (pons, en
inglés) y la médula espinal (medula, en inglés). B. Se observan los componentes de la formacién hipocampal
como las zonas CA1 y CA3, el giro dentado (dentate gyrus, DG, por sus siglas en inglés) y las conexiones entre
ellos: las fibra colaterales de Schaffer (Schaffer collateral fiber, en inglés) y las fibras musgosas (Mossy fibers, en
inglés). También se representan las neuronas piramidales de CA1 y CA3 en gris; y sobre el giro dentado: una
neurona granular en desarrollo y otra madura en verde la cual ya tiene proyecciones a CA3, y una interneurona
en morado. Modificado de: Christian y cols., 2014.

Investigaciones de la ultima década adjudican al nacimiento de nuevas neuronas o
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo un papel preponderante tanto en la
separacion de patrones, como en la memoria aversiva contextual (Koehl y Abrous, 2011).

Neurogénesis hipocampal adulta

En el cerebro suceden continuamente fendmenos de plasticidad a nivel estructural y
funcional, que ademas son los principios fisioldgicos que le permiten a un individuo aprender
y recordar (Bliss y cols., 2007). Uno de los cambios plasticos que ocurren en el cerebro es el
fortalecimiento sinaptico, que se traduce en la potenciacion a largo plazo, la capacidad de las
neuronas para facilitar la generacion de respuestas eléctricas en funciéon de su actividad
sindptica previa, y se le ha propuesto como un mecanismo que modula la codificacion de la
nueva informacion (Bliss y cols., 2007; Deng y cols. 2009).

Otro de los cambios plasticos que se asocian a algunos tipos de aprendizaje y de memoria es la
generacion de nuevas neuronas (Ming y Song, 2005; Deng y cols., 2009; Palloto y Deprez,
2014). La continua generacion de células neuronales y su integraciéon en los circuitos
cerebrales ocurre a lo largo de la ontogenia de los animales, incluso en la etapa adulta, aunque
decae con el envejecimiento (Kuhn y cols., 1996; Gage, 2000; Marin y Schinder, 2012). Este
proceso, denominado neurogénesis, es una forma en que zonas discretas del cerebro



adicionan nuevos elementos celulares (Kempermann, 2002; Mu y Gage, 2011; Palloto y
Deprez, 2014).

La neurogénesis del giro dentado del hipocampo ha sido de particular interés debido a su
papel regulador en estados emocionales como el miedo y la ansiedad (Hill y cols., 2015;
Schoenfeld y Cameron, 2015), por su relacién con procesos patolégicos como la epilepsia
(Eisch y cols., 2008), la adiccion (Eisch y cols., 2008) y la depresion (Eisch y cols., 2008; Hill y
cols,, 2015; Schoenfeld y Cameron, 2015), asi como en la conducta sexual (Leuner y cols,
2010; Kim y cols., 2013).

La neurogénesis confiere al hipocampo un conjunto de células con capacidades funcionales
distintas de las neuronas maduras, como a su alta plasticidad y excitabilidad y por tanto
poseen capacidades de procesamiento distintas (Christian y cols.,, 2014). Debido a esto
también se ha estudiado su participacion en los procesos de aprendizaje y memoria (Deng y
cols.,, 2009; Mu y Gage, 2011).

En el cerebro de los mamiferos adultos la generacion de nuevas neuronas esta restringida a
dos estructuras denominadas nichos neurogénicos (Kuhn y cols., 1996; Ming y Song, 2011).
Por un lado la zona subventricular de las paredes de los ventriculos laterales produce
precursores neurales que migran hacia los bulbos olfatorios donde se integran en los
glomérulos y participan en los procesos de memoria olfativa (Deng y cols., 2009; Ming y Song,
2011; Palloto y Deprez, 2014). Por otra parte en la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo residen células precursoras neuronales, las cuales pueden dividirse
simétricamente o generar progenitores intermedios, que a su vez pueden autorrenovarse o
diferenciarse hacia neuroblastos. Estos ultimos también se dividen y dan lugar a las neuronas
jovenes que migran una corta distancia hacia la zona interna de la capa granular del giro
dentado, concluyendo su maduracion y formando células granulares adultas (Figura 3) (Ming
y Song, 2011; Palloto y Deprez, 2014).

CA1
Neurona piramidal
Neurona granular
ML
G i i /( Célula troncal
BT
mossqj'f‘fy o Neuroblasto
CA3 527 @ Neurona inmadura

Figura 3. Neurogénesis en el hipocampo. En este esquema se aprecia la evolucion temporal del desarrollo de
las nuevas neuronas: 1. En el giro dentado (DG) las células troncales dan origen a precursores neurales y
después a neuroblastos. 2. Los neuroblastos migran desde la zona subgranular a la capa granular (G) conformada
principalmente por células granulares. 3. Una vez concluida su fase mitética, los neuroblastos se diferencian a
neuronas inmaduras y envian proyecciones eferentes hacia la regién CA3 del hipocampo a través de la via de
fibras musgosas (mossy fiber pathway). 4. En esta zona las proyecciones eferentes de las neuronas inmaduras se
conectan con las células piramidales. 5. Al mismo tiempo las neuronas inmaduras reciben aferentes de la corteza
entorrinal en sus proyecciones dendriticas que crecen hacia la capa molecular (ML). Modificado de Ming y Song,
2005.



Aproximadamente a los 5 dias de su nacimiento, los precursores neuronales del giro dentado
hipocampal reciben primeramente entradas GABAérgicas de interneuronas del hilus y de la
zona subgranular asi como de las de células hiedra (Ivy cells, en inglés); posteriormente
reciben entradas glutamatérgicas de las vias perforantes medial y lateral y finalmente reciben
entradas perisomaticas GABAérgicas desde las células en canasta (basket cells, en inglés)
ademas de conexiones axo-axonicas de células en candelabro (chandelier cells, en inglés). Los
precursores continuan su diferenciacidon hacia neuronas jévenes y contintian su maduracion
integrandose a la capa granular del GD. A las 4 semanas las células nuevas envian
proyecciones a la capa molecular del giro dentado donde reciben aferentes de la corteza
entorrinal (Ming y Song, 2011; Palloto y Deprez, 2014) mientras que las proyecciones
eferentes se dirigen al stratum lucidum y al stratum oriens de la region CA3 (Ming y Song,
2011; Palloto y Deprez, 2014).

El desarrollo adecuado de los precursores neuronales y su desempeio en los circuitos locales
depende de la coordinacién de una variedad de estimulos enddgenos que intervienen en la
proliferacion celular, la formacion de circuitos neurales, y la formaciéon estructural y
morfologica (Ben-Ari, 2002; Bordey, 2007; Epp y cols.,, 2013). Por ejemplo un indicador
estructural del apropiado desarrollo de las neuronas granulares en el giro dentado es el
angulo de crecimiento de las dendritas primarias. En condiciones fisioldgicas normales las
neuronas granulares tienen una morfologia bipolar, teniendo una unica dendrita que se
proyecta en un angulo recto, respecto del borde entre la capa granular y el hilus hacia la capa
molecular del giro dentado. La interrupcién de la expresion de Cdk5, un gen que participa en la
migracion neuronal y la extension de neuritas en neuronas jovenes nacidas durante la etapa
adulta del ratén, produce la apariciéon de dendritas con angulos de crecimiento aberrantes que
resultan en la extension de las dendritas primarias hacia el hilus o a lo largo de la capa
granular (Jessberger y cols., 2008). También el bloqueo de la actividad de miR-338-3p, el cual
es un micro ARN que se expresa prioritariamente en neuronas del giro dentado, genera la
aparicion de dendritas de neuronas granulares con angulos aberrantes de crecimiento (Howe
y cols., 2017).

Entre otros tipos de estimulos endd6genos que regulan la neurogénesis se encuentra la
activacion por neurotransmisores, importantemente aquellos mediados a través del acido- y-
aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés) (Ge y cols. 2006; Bordey, 2007; Epp y cols.,
2013). E1 GABA se presenta como el principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro adulto.
Sin embargo, durante el desarrollo funciona como estimulo despolarizante y constituye una
sefial que promueve la maduracién neuronal, la proliferacién y migracion de neuroblastos asi
como la formacion de sus sinapsis y su plasticidad sinaptica (Epp y cols., 2013, Palloto y
Deprez, 2014; Ge y cols., 2006; Kaila y cols., 2014).

Impacto funcional de la neurogénesis adulta

Se ha propuesto que la adicion de neuronas al giro dentado incrementa la capacidad
resolutiva de esta estructura para la codificacién de un estimulo al reclutar mas elementos
funcionales. De esta manera la neurogénesis estaria implicada en algunos procesos como: la
separacion de patrones al aumentar la capacidad de discernir entre elementos contextuales
(Aimone y cols.,, 2011) la memoria espacial, al requerirse para recordar elementos visuales
dentro de un contexto (Abrous y Wojtowicz, 2015) y la flexibilidad cognitiva, estudiado con la
prueba de evitacién activa de lugar (Burghardt y cols., 2012). A su vez, las aproximaciones
computacionales que tratan de simular la neurogénesis hipocampal indican que este proceso
aumenta la capacidad de recordar nuevas situaciones (Weisz y Argibay, 2009).



Las neuronas nacidas durante la etapa adulta representan una baja poblacion de células en el
giro dentado (5-10%). Sin embargo, presentan una mayor capacidad de plasticidad sinaptica
asi como de excitabilidad, por lo que se ha establecido que la neurogénesis que ocurre en el
hipocampo incide sobre la funcién de las neuronas maduras y es un factor importante para el
desempefio adecuado de tareas cognitivas que dependen de esta estructura (Kempermann,
2002; Epp y cols, 2013; Maren y cols, 2013). Un ejemplo de estas tareas es el
condicionamiento aversivo contextual, que es una forma de condicionamiento clasico en la
que un animal aprende a relacionar las sefiales que componen un contexto con la aparicion de
un estimulo aversivo como un choque eléctrico (Maren y cols., 2013).

Existen diferentes estrategias para estudiar el impacto de la neurogénesis en individuos
adultos a través de la modulacién o el deterioro de este proceso como son: el ambiente
enriquecido y el ejercicio voluntario, los cuales aumentan la proliferacién de precursores
neuronales; la irradiacion del cerebro a pequenas dosis; el tratamiento sistémico con agentes
antimitéticos; y el aprovechamiento del envejecimiento como proceso natural de decremento
neurogénico (Ming y Song, 2005; Deng y cols., 2009; Drew y Denny, 2010; Marin y Schinder,
2012). En la Figura 4 se esquematizan algunas de las estrategias para la identificacion de
nuevas células producidas en el cerebro adulto.

La participacion de la neurogénesis en el adulto en los procesos mnémicos aun es un tema de
controversia debido a que las diferentes aproximaciones experimentales que inducen la
disminucién de la neurogénesis han tenido diferentes resultados (Marin y Schinder, 2012;
Oomen y cols., 2014). En el caso particular de la memoria al contexto aversivo, la
administracion del agente antimitotico metilazoximetanol durante 14 dias no produjo una
alteracion de la recuperacion de la memoria al finalizar el tratamiento (Shors y cols., 2002) y;
la deplecién de las nuevas neuronas a través de una estrategia transgénica no logré disminuir
la recuperacién de la memoria (Dupret y cols., 2008). Sin embargo, la irradiacién y local del
giro dentado indujo una disminucion significativa de la recuperaciéon de la memoria (Ko y
cols., 2009); la inactivacidon optogenética de las neuronas inmaduras de aproximadamente 4
semanas de edad disminuye el tiempo de inmovilidad en la fase de recuperacion de la
memoria (Gu y cols.,, 2012) y; la aceleracion de la diferenciacion de las nuevas neuronas a
través de la expresion anticipada del gen pro-diferenciacion PC3 disminuyen el tiempo de
inmovilidad en la prueba de memoria contextual (Farioli-Vecchioli y cols., 2008). En otras
pruebas conductuales que analizan el funcionamiento del hipocampo, como el laberinto de
agua, el condicionamiento del parpadeo, el reconocimiento de objetos y el reconocimiento de
la localizacion de objetos, también existen observaciones controversiales (Marin y Schinder,
2012; Oomen y cols., 2014).
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Figura 4. Estrategias para la observacion y estudio de la neurogénesis en sujetos adultos. A) Incorporacion
de nucleétidos: La inyeccién sistémica de analogos de nucledtidos es ttil para observar a células que sintetizan
ADN vy posteriormente realizan mitosis. En este caso la bromodeoxiuridina (BrdU) substituye a la timidina
durante la fase de duplicacién celular. En la parte inferior se muestra una fotografia de microscopia confocal que
permite observar la colocalizaciéon de las marcas de inmunofluorescencia contra doblecortina (DCX) una
proteina asociada al citoesqueleto de las neuronas inmaduras, NeuN, un antigeno nuclear especifico de neuronas
y BrdU. B) Marcado a través de vectores virales: la expresiéon de transgenes por retrovirus requiere de su
incorporacién en el genoma del hospedero durante la fase mitética. Se presenta una fotografia con neuronas que
expresan a la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) y de diamino fenilindol, (DAPI, por sus
siglas en inglés), el cual es un marcador fluorescente que se une a regiones del DNA con abundantes pares de
bases de adenina y timina. C) Expresién de marcadores especificos de neuronas inmaduras: andlisis basado en la
creacion de un animal transgénico en el cual los reporteros se expresan bajo promotores especificos como es la
DCX para neuronas inmaduras. En la parte inferior se muestra la marca de DCX y NeuN, un antigeno nuclear
especifico de neuronas. Modificado de Ming y Song, 2005.

El papel del GABA en la maduracioén de las neuronas jévenes

La estimulacion GABAérgica es particularmente importante en la maduracién neuronal dado
que se encuentra desde el nacimiento de los precursores neuronales y se mantiene a lo largo
de su desarrollo (Ben-Ari, 2002; Ming y Song, 2005; Palloto y Deprez, 2014). Los efectos del
GABA en la neurogénesis adulta son mediados a través del receptor ionotréopico GABA4, el cual
se compone por distintas subunidades que forman un pentamero que conforma un canal
permeable al i6n Cl-. La familia de genes que codifican para las subunidades de este receptor
se agrupan en 7 clases acorde a la homologia en sus secuencias, encontrandose las siguientes
familias con su respectivo nimero de miembros: familias « (1-6), B (1-3), v (1-3),9,¢, 06, W,y p
(Whissell y cols., 2013; Palloto y Deprez, 2014; Cameron y Glover, 2015). Los subtipos de
receptores GABAa formados por estas subunidades tienen diferencias en sus propiedades
farmacologicas y funcionales (Whissell y cols., 2013; Palloto y Deprez, 2014). La
despolarizacion GABAérgica permite la activacidon de canales de calcio de tipo L mediados por
voltaje. La entrada de los iones Ca?* activa vias de sefalizaciéon que inducen la consecuente
activacion del factor de transcripcion CREB (cAMP response element-binding protein, en
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inglés) que resulta en la regulacidn de la transcripcién de genes involucrados en el desarrollo
de las nuevas células (Palloto y Deprez, 2014; Kaila y cols., 2014).

La estimulacion GABAérgica de las neuronas inmaduras en un principio y a lo largo de su
ontogenia es de tipo tonico y esta mediado por las moléculas de GABA en el microambiente
provenientes de las interneuronas vecinas. En etapas posteriores de su desarrollo, las
neuronas inmaduras reciben estimulos GABAérgicos de tipo fasico debido a la formacion de
sus primeras conexiones sinapticas (Figura 5) (Ben-Ari, 2002; Palloto y Deprez, 2014; Ming y
Song, 2005).

Dias después del

nacimiento de una ? ::' 1|4 2;’ EIB 4.2 5.5

neurona nueva

Etapas del Integracion sinaptica

desarrollo . Maduracion sinaptica
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Figura 5. Etapas del desarrollo de las neuronas nacidas durante la etapa adulta. La nuevas células
generadas en el giro dentado atraviesan distintos eventos durante su desarrollo, siendo regulados por estimulos
enddgenos y exoégenos, entre ellos las sefiales mediadas por GABA de naturaleza toénica, y fasica, asi como
glutamatérgica. En particular, los estimulos GABAérgicos pueden tener un efecto despolarizante o
hiperpolarizante en las células inmaduras, esto se ha asociado a la relacién de la expresiéon de 2
cotransportadores iénicos: NKCC1, el cual introduce iones Cl- a la célula y KCC2, el cual transporta iones Cl- al
exterior. Modificado de Ge y cols., 2008.

Los estimulos GABAérgico ténico y fasico son en principio de tipo excitatorio para las
neuronas en desarrollo. Esto es debido a la expresién del cotransportador NKCC1, cuya
actividad incrementa la concentracion de Cl- intracelular. Bajo estas condiciones, la activacion
GABAérgica a través de los receptores GABA4 ionotrépicos, los cuales permiten el flujo de Cl;,
provoca la salida de este i6n de carga negativa y en consecuencia la despolarizacién de las
células (Ben-Ari, 2002; Bordey, 2007).

Mientras los precursores neurales maduran, la expresion del cotransportador NKCC1
disminuye, a la vez que aumenta la del cotransportador de K* y Cl- KCC2, cuyo papel funcional
es la excrecién de estos iones y en consecuencia la disminuciéon de la concentracion
intracelular de Cl-. De esta manera, la activacion GABAérgica se vuelve hiperpolarizante, como
es comun en las neuronas maduras (Ming y Song, 2005; Blaesse y cols., 2009; Palloto y
Deprez, 2014; Kaila y cols., 2014).

El cotransportador NKCC1 introduce Cl- a la célula utilizando la fuerza del gradiente de iones
sodio generado por las bombas de sodio y potasio. Por otro lado, KCC2 utiliza la fuerza del
gradiente de iones potasio generado por la ATPasa de sodio y potasio para enviar iones Cl-
fuera de la célula (Ben-Ari, 2002; Ge y cols., 2006; Blaesse y cols., 2009; Palloto y Deprez,
2014).
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El mantenimiento de una alta concentracion de iones Cl- en el interior de la célula permite que
la activacion GABAérgica sea despolarizante. Esto es debido a que el potencial reverso de
GABA (EcaBa), el voltaje de membrana al cual las corrientes activadas por GABA se neutralizan,
es mucho mayor que el potencial de membrana celular (Ben-Ari, 2002; Kaila y cols., 2014)
(Figura 6).

A Alta [CI-] (inmadura) B Baja [CI-] (Madura)
Despolarizaciéon Hiperpolarizacién
% KCC2
cr,
GABAA Nat/K+

NKCCH
2CI-

Excitatorio Inhibitorio

@ @
¢[Ci=7mM

Acr] = 25 mM L

Acumulacién neta de CI Extrusion neta de CI

Figura 6. Los cotransportadores ionicos NKCC1 y KCC2 generan la baja y alta concentracion de Cl- en
neuronas inmaduras y maduras, respectivamente. La expresion de estos cotransportadores depende del
estado de desarrollo de las células neuronales. A. En los precursores neuronales, existe una alta expresion del
cotransportador NKCC1, que genera una alta concentracién intracelular de iones Cl-, de manera que la activaciéon
GABAérgica inducira una respuesta despolarizante por la salida de Cl- a través de los receptores a GABA tipo A
(GABA4) que puede estar acompaifiada por la apretura de canales de CaZ* dependientes de voltaje (VDCC, por sus
siglas en inglés). B. En cambio en las neuronas maduras predomina el cotransportador KCC2, que genera bajas
concentraciones intracelulares de iones Cl, haciendo que las respuestas a GABA sean hiperpolarizantes. Los
canales de cloro dependientes de voltaje tipo 2 (CLC2, por sus siglas en inglés) funcionan como un rectificador de
la corriente de cloro. Modificado de Ben-Ari, 2002.

El cambio del efecto despolarizante del neurotransmisor GABA por uno hiperpolarizante en
las neuronas en desarrollo durante la etapa adulta, a través del silenciamiento del
contransportador NKCC1, genera defectos en la integracion sinaptica y el desarrollo
dendritico (Figura 7), por lo que se ha planteado que la activaciéon GABAérgica tiene un papel
importante en la maduracion y funcionalidad de las nuevas neuronas (Ge y cols., 2006; Palloto
y Deprez, 2014).

Estas observaciones tienen relevancia clinica debido a que el NKCC1 es un blanco de
farmacos, como la furosemida y la bumetanida, que son usados actualmente como diuréticos
y en el tratamiento de edema cerebral (Walcott y cols., 2012). La bumetanida es un inhibidor
selectivo del cotransportador NKCC1, al cual se une con alta afinidad. En pruebas clinicas se
plantea su posible uso en conjunto con antiepilépticos en pacientes pediatricos (Hannaert y
cols.,, 2002; Dzhala y cols., 2005).

De hecho, se ha observado que la bumetanida bloquea la despolarizacién producida por el
neurotransmisor GABA en neuronas en desarrollo (Figura 8) a través de la inversion de los
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potenciales de membrana y reversor de GABA, que en consecuencia da lugar a la activacion
GABAérgica de naturaleza hiperpolarizante (Wang y Kreigstein, 2011).

Control

Nkce1-shRNA

Figura 7. Efecto del silenciamiento del gen Nkcc1 en la arborizacion dendritica de neuronas inmaduras. El
silenciamiento de la expresion del contransportador NKCC1 interfiere en la arborizacién dendritica de las nuevas
neuronas generadas en el adulto, disminuyendo la longitud de las neuritas y la cantidad de divisiones en sus
proyecciones. Tomado de Ge y cols., 2006.

En vista del papel del GABA en la maduracion neuronal, estudios previos han evaluado el
bloqueo de las sefiales GABAérgicas tempranas en el desarrollo de las nuevas neuronas en el
raton adulto (Ge y cols., 2006; Ge y cols. 2008). Los resultados muestran que en la preparacion
de rebanadas de cerebro, el bloqueo de las corrientes tonicas de neuronas con la expresion de
un shRNA (short hairpin RNA, por su nombre en inglés) dirigido al ARN de Nkcc1 e integrado
a traveés de un vector viral, genera un cambio en la relacidn entre el potencial de membrana en
reposo (Vrest) y el potencial reverso de GABA (Ecasa) (Figura 9) (Ge y cols., 2006). Mas aun, la
carencia de expresion de NKCC1 por este medio impide las respuestas fasicas o sinapticas,
tanto a GABA, como a glutamato. También el porcentaje de nuevas células que reciben
impulsos GABAérgicos y glutamatérgicos disminuye por la falta de expresiéon de Nkcc1. Asi, se
ha podido determinar que las sefiales mediadas por el NKCC1 son fundamentales para el
correcto desarrollo morfolédgico, electrofisiolégico y sindptico de neuronas jovenes en el
individuo adulto (Ge y cols., 2006: Ge y cols. 2008).

Dados estos antecedentes, en el presente trabajo nos propusimos analizar los efectos del
bloqueador farmacoldgico del canal NKCC1 en un sistema in vivo y evaluar si la maduracion
estructural de las nuevas neuronas se alteraba y si ello incidia en procesos particulares de
aprendizaje y memoria. Al mismo tiempo resulta importante observar el efecto que tiene la
bumetanida en la neurogénesis, dado que es un farmaco con un gran potencial para utilizarse
en el tratamiento de la epilepsia en neonatos. Sin embargo, no se ha hecho énfasis en los
posibles efectos negativos que la administracién de bumetanida pueda tener en el proceso
neurogénico en esta etapa critica del desarrollo. Por otro lado, el uso de la bumetanida en
eventos patoldgicos en los cuales la barrera hematoencefdlica se encuentra alterada y
permeable, como en el edema cerebral por traumatismo, y su capacidad de atravesar esta
barrera en condiciones fisiol6gicas normales, hacen necesario conocer si la bumetanida tiene
un impacto funcional en la neurogénesis del hipocampo y si esto tiene un impacto a nivel
cognitivo y conductual.
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Figura 8. Efecto del bloqueo de la actividad del cotransportador ionico NKCC1 en los potenciales de
membrana y reverso a GABA de neuronas inmaduras corticales. A pesar de utilizar dos estrategias muy
diferentes para eliminar la actividad del cotransportador NKCC1 en crias recién nacidas de raton, (en A el
silenciamiento del gen en neuronas inmaduras corticales desde etapas embrionarias y en B la administracién de
bumetanida a una dosis de 0.2 mg/Kg en madres prefiadas) el efecto final sobre la inversiéon de los potenciales
Vrest V Ecasa (70 mV) es muy similar, por lo que podria inferirse que el efecto antagénico de la bumetanida sobre
NKCC1 es equiparable al del silenciamiento de Nkccl. Esto denota la efectividad del fArmaco en inducir un

bloqueo de la actividad GABAérgica en los precursores neurales. A) tomado de Wang & Kreigstein, 2008; y B)
tomado de Wang y Kreigstein, 2011.
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Figura 9. Cambios en la naturaleza de la activacion GABAérgica después del silenciamiento de Nkcc1. Las
células en desarrollo de las ratas control muestran propiedades electrofisiolégicas normales. Es importante
notar que la inversidén de los potenciales Vrest y Ecaga sucede en etapas tardias de la neurogénesis y en las
neuronas maduras. Por otro lado, el silenciamiento de la expresidon del cotransportador Nkccl invierte los
valores de los potenciales desde etapas muy tempranas del desarrollo de las nuevas células. La diferencia en la
induccién de las corrientes GABAérgicas ténicas cambia de polaridad entre los sujetos control y los sujetos con el
silenciamiento de Nkcc1, de manera que las corrientes ténicas en condiciones fisiolégicas son exitatorias, dado
que la activacién por GABA induce la salida de iones Cl- porque se encuentran mas concentrado dentro de la
célula por la actividad del cotransportador. La infusién de la bicuculina (bicuculline, en inglés), un antagonista de

los receptores GABA,, crea una corriente inhibitoria en el grupo control y una corriente excitadora en el grupo
con el silenciamiento. Modificado de Ge y cols., 2008.
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JUSTIFICACION
La funcién nerviosa puede afectarse por variaciones en el nidmero de células que se producen
durante la etapa adulta y por la reduccion en el nacimiento de las mismas. Sin embargo, se
desconoce si el interferir en la maduracion de las nuevas neuronas nacidas durante la etapa
adulta tiene algiin impacto en procesos aprendizaje y memoria dependientes del giro dentado.

HIPOTESIS
La bumetanida deteriorara la progresion de la maduracion de neuronas inmaduras del giro
dentado hipocampal en el cerebro adulto, comprometiendo las funciones mnémicas
dependientes de esta estructura.

OBJETIVO
Evaluar el efecto de la infusion crénica de bumetanida sobre la maduracién de neuronas
nacidas en la etapa adulta y analizar el impacto de esta manipulacién en los procesos de
aprendizaje y memoria de miedo al contexto.

METODOLOGIA
Sujetos

Se utilizaron 14 ratas macho de la cepa Wistar de 250-350 g. Los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de bioterio, en un ciclo de luz-oscuridad invertido 12 h/12 h con
encendido de las luces a las 19 h, con alimento y agua ad libitum. Los sujetos se dividieron en
2 grupos experimentales acorde a la soluciéon administrada via intracerebroventricular (icv):
la sustancia excipiente propilenglicol, o esta misma combinada con bumetanida.

Materiales y métodos

Bumetanida (Santa Cruz Biotech, E.U.A.). Se utiliz6 una dosis de 0.4 mg/kg por dia. Se utilizd
como excipiente al propilenglicol (Sigma Aldrich, E.U.A.) dado que es una sustancia en la que
la bumetanida es completamente soluble. Se colocé en promedio una dilucién de 3.92 mg de
bumetanida en 200 pL del exipiente dentro de la bomba osmotica.

Preparacion de bombas osmdticas. Se utilizaron mini-bombas osmdticas de liberacion
prolongada de 0.5 pl/h; 14 dias (Alzet, E.U.A., Modelo 2002). Se utilizaron 2 bombas
osmoticas por sujeto, implantando una en un inicio y reemplazandola con una nueva a los 14
dias de realizado el primer implante. Las bombas se llenaron con una soluciéon de bumetanida
en propilenglicol o sélo con propilenglicol como control, posteriormente se colocaron en un
bafio de solucion salina 0.9% a 372C durante 6 horas para inducir el bombeo adecuado; la
implantacion de la bomba se realiz6 una vez concluido este periodo de equilibrio de bombeo.

Implante intracerebroventricular (icv) de la minibomba osmdtica. Todos los procedimientos
quirurgicos se realizaron bajo el codigo de ética del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM y minimizando en lo posible el malestar de los animales. Se utilizé el anestésico
gaseoso isofluorano al 2% en una mezcla de 02 95% y CO2 5%, y se monto a los animales en
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un instrumento estereotaxico (Kopf, E.U.A.). Se realiz6 una incision en el eje anteroposterior
en la linea media del craneo y se procedi6 a perforar en el lado derecho en las coordenadas
antero-posterior -1.4 mm, medio-lateral -2.0 mm respecto del bregma tomando de referencia
el Atlas de Paxinos y Watson 2010. Se utiliz6 un kit de infusion cerebral (Brain infusion kit 2;
Alzet, E.U.A.), con una canula de penetracion de 3-5 mm, la cual se peg6 a la torre vertical del
estereotaxico y se introdujo en el eje dorso-ventral a -4.0 mm respecto del bregma para que
la salida de la canula llegase al ventriculo lateral derecho; el sostén de la canula se fijo al
craneo con cemento dental (MDC Dental, E.U.A.). A continuacidn se retrajo tejido subcutaneo
del area dorsal del animal y se coloc6é la mini bomba osmoética para después conectarla al
infusor implantado al cerebro por medio de un catéter plastico. Se suturé la piel del animal, se
aplicé el analgésico inyectable lidocaina/epinefrina (PiSA, México), se le retir6 la anestesia y
se mantuvo en observacion durante 1 hora después de la cual se regresé a su caja habitacion.
A los 14 dias se realizd el reemplazo de las bombas de manera que la bumetanida o solucién
control se liber6 durante 28 dias.

Habituacion. Los dias 24 a 26 después de realizado el implante de la minibomba, se habitué a
los animales al experimentador y al cuarto de condicionamiento. Para ello, el experimentador
manipul6 al sujeto durante 10 min por dia en la sala de experimentacion.

Prueba de campo abierto. Se utilizé una arena de acrilico negro de 80x80x30 cm, dividida con
lineas blancas en 16 cuadrantes iguales de 20x20 cm. Este procedimiento se realiz6 al dia 27
después de hecho el implante. El objetivo de realizar esta prueba fue comprobar que la
inmovilidad que presentan los animales en la inducciéon de la evocacion después del
condicionamiento aversivo fuera debido al resultado del condcionamiento y no a efectos
motores o de ansiedad asociados a las infusiones o el procedimiento quirdrgico. Para la
realizacion de esta prueba, se colocé a un sujeto en el centro de la caja y se observo durante 5
min. Se evalud su conducta exploratoria con el conteo de cruces entre las divisiones virtuales
del piso de la caja.

Condicionamiento aversivo al contexto. Se utiliz6é una camara (caja) de condicionamiento de 25
cm de largo x 25 cm de ancho y 20 cm de alto (San Diego Instruments, E.U.A.). Las paredes y el
techo son de acrilico transparente y el piso esta formado por una rejilla de 23 tubos de acero
inoxidable por medio de los que se puede pasar corriente eléctrica de duracién e intensidad
regulables. La camara cuenta ademdas con una red de rayos infrarrojos que se mantienen
encendidos durante la prueba de manera que permiten el registro del movimiento de los
animales cuando la continuidad del trayecto de los rayos se interrumpe. Los datos
correspondientes a los lapsos en los que se interrumpieron los rayos se envian
automaticamente a una computadora y se les grafica como “tiempo de inmovilidad” del sujeto.
Tanto la programacidn de los choques eléctricos, como la deteccion de la interrupcion de la
red de rayos al interior de la camara se llevan a cabo con el programa Freeze Monitor (San
Diego Instruments, E.U.A.) que esta contenido en una computadora de escritorio conectada a
la camara de condicionamiento.

Al terminar la prueba de campo abierto, se realizé el condicionamiento de los sujetos en la
camara de condicionamiento. Los sujetos se introdujeron a la caja y permanecieron ahi
durante 2 min para que exploraran libremente. Posteriormente se inicié la administracién de
5 choques de 1 mA con duracién de 2 s en intervalos variables en un periodo de 720 s. Los
periodos de inmovilidad se registraron utilizando el programa Freeze Monitor y a través de la
observacion de dos experimentadores independientes.
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Memoria aversiva a un contexto. 24 horas después de realizado el condicionamiento, se realizd
la evocacion de la memoria aversiva al contexto en la misma camara en la que se realizo el
condicionamiento. La respuesta condicionada que se espera al exponer al animal al estimulo
condicionado es el “freezing” o “inmovilidad” motora, la cual consiste en la ausencia de
movimientos, excepto de aquellos necesarios para la respiraciéon (Brandao y cols., 2007). Se
sacrifico a los animales 1 h después de la prueba con una inyeccidn letal de pentobarbital
sodico (PiSA, México) y se procedi6 a realizar una perfusion intracardiaca con soluciéon salina
(300 mL) y después con paraformaldehido 4% en una solucién amortiguadora de fosfatos
(PB) 0.1 M a pH 7.4 (300 mL) como fijador. Posteriormente se extrajo el cerebro y se le dejo
en la solucion de fijacion, por al menos 24 horas.

Procesamiento del cerebro de los animales. Se colocé a los cerebros fijados en una solucién de
sacarosa 15% en PB por 24 h y después en una solucion de sacarosa 30% en PB por 48 h. Se
procedio a congelar los cerebros a -202C y a cortarlos en un criostato (Leica Biosystems,
Alemania) obteniendo cortes coronales de 30 um de grosor.

Histologia de Nissl. La tincion con violeta de cresilo se usé para identificar posibles cambios en
la morfologia normal de la formacién hipocampal y para corroborar la entrada de la canula en
un implante intracerebroventricular. Para cada sujeto se utilizé una serie de cortes de cerebro
con una distancia de 210 pum entre cada corte sobre el eje antero-posterior.

Inmunohistoquimica. Se realiz6 el marcado inmunohistoquimico en cortes coronales del
hipocampo para identificar la presencia de DCX, NeuN y BrdU. El protocolo a seguir fue el
siguiente: se lavaron los cortes de cerebro en una solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.4,
0.1 M) en agitacion durante 10 min 3 veces; después se lavaron en una solucion
amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) agregando el detergente Triton al 2% y suero
normal de caballo 3% durante 5 min 2 veces consecutivas y una mas por 10 min; a
continuacién se lavaron en una solucién amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M)
agregando Triton al 3% y H202 al 0.6% durante 30 min; después se lavaron nuevamente en
una solucién amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) agregando el detergente Triton
al 2% y suero normal de caballo 3% durante 5 min 2 veces consecutivas y una mas por 10
min; seguido de esto se lavaron en solucidon salina (NaCl 0.9%) durante 5 min 2 veces
consecutivas; a continuacién se lavaron en una solucion de HCl 2N durante 30 min a una
temperatura de 37°C para desnaturalizar el ADN; después se lavaron en una solucidn
amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) a una temperatura de 42C durante 5, 10 y 15
min consecutivamente; enseguida se lavaron en una solucién amortiguadora salina de fosfatos
(pH 7.4, 0.1 M) agregando Triton al 2% y suero normal de caballo al 10% para bloquear las
interacciones peptidicas durante 1 h a temperatura ambiente; después se incubaron en una
solucion amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) agregando el detergente Triton al
2% y suero normal de caballo 3% con el anticuerpo primario conejo anti-DCX (Santa Cruz
Biotechnology, E.U.A.) durante 12 h a 4 °C; terminado este periodo se lavaron nuevamente en
una solucion amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) durante 10 min 3 veces
consecutivas; a continuacion se incubaron en una soluciéon amortiguadora salina de fosfatos
(pH 7.4, 0.1 M) con los anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 burro anti-ratén y Dylight
594 burro anti-conejo (Thermo Fisher Scientific, E.U.A.) durante 2 horas; finalmente se
lavaron una solucion amortiguadora salina de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M) durante 10 min 3 veces
consecutivas y se montaron en laminillas de vidrio agregando 2 gotas de medio para montado
de inmunofluorescencias (Agilent, E.U.A.) antes de colocar el cubreobjetos. Las laminillas
montadas con los cortes de cerebro se almacenaron a 4°C.
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Adquisicion de imdgenes del giro dentado. Los cortes tratados para inmunohistoquimica se
capturaron con un micrsocopio confocal Zeiss LSM 5 y se adquirieron imagenes de 9-11
planos en el eje z con una distancia de 1.8-2.0 um entre planos focales. Se tom6 una muestra
aleatoria de 4 campos del hipocampo en 4 secciones de cerebro, obteniendo un total de 16
campos por sujeto.

Densidad de la marca de DCX. Se utiliz6 la herramienta “Analyze particles” del programa
Image] para analizar la densidad de células de DCX+ utilizando un apilado de imagenes
digitales de 9-10 imagenes por cada campo adquirido. La densidad se calcul6 en todos los
casos sobre un area de 1024x1024 pm y con los mismos parametros de umbral de deteccion
de sefial para todos los casos. Se filtraron las imagenes determinando el conteo de particulas a
un didmetro minimo de 2 pm y una circularidad de 0 a 0.8. La circularidad es un parametro
que determina que tan circular es una marca en la imagen, entre el valor se aproxime mas a 1
las marcas tendran una forma mas cercana a un circulo perfecto; por tanto, limitar el rango de
circularidad de las marcas en una imagen es util para eliminar el ruido de fondo.

Rastreo de dendritas. Se utiliz6 la herramienta “Simple Neurite Tracer” del programa FIJI para
rastrear de manera semiautomatica el curso de las dendritas de las células DCX+ en las
imagenes de giro dentado; esta herramienta tiene la bondad de proporcionar la longitud de
las dendritas rastreadas. Se analizd la longitud de las dendritas y su cantidad promedio.

Andalisis del los dngulos de crecimiento. Se realizé empleando el progrema Image], que permite
determinar de manera arbitraria el angulo relativo de crecimiento de las dendritas primarias
tomando como base del angulo al eje medio-lateral de la continuidad de la capa granular del
giro dentado; los angulos de crecimiento se determinaron en relacion a este eje.

Andlisis estadistico. Los resultados se analizaron con el programa Prism v4.2. Las pruebas
estadisticas utilizadas se especifican en los resultados de cada experimento.

Protocolo experimental

Campo Abierto
Condicionamiento

Implante .
Icv Memoria
Dias| O 24,25,26 27 28 |

Habituacién .
Obtencién de cerebros

!

Tincion de Nissl
Imnunofluorescencias
Analisis anatémico

Figura 10. Protocolo experimental. Se muestra la secuencia de los procedimientos generales descritos en la
metodologia.
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RESULTADOS

Andlisis histolégico

Con el objeto de comprobar que la canula de infusidon hubiera estado correctamente
posicionada en el ventriculo lateral, se realiz6 una tincion de Nissl en secciones coronales de
cerebro (30 um) a lo largo del eje anteroposterior (Figura 11). S6lo aquellos sujetos en los que
se identifico que la canula entré al ventriculo sin provocar mayor dafio estructural se
incluyeron en el analisis.

Figura 11. Tincion de Nissl. Se muestra un corte coronal a nivel de los ventriculos laterales. Se sefiala con una
flecha negra el lugar de entrada de la canula de infusidn. Se denota un ensanchamiento del ventriculo derecho
por la infusién crénica de las soluciones administradas.

Andlisis anatémico de las células DCX+

Con la intencién de evaluar el impacto de la infusién de bumetanida sobre el proceso de
maduracion de las células jovenes del GD, se analiz6 tanto la densidad como las caracteristicas
morfologicas de éstas células. El analisis morfolégico comprendi6é diversos parametros de
maduracion celular, como la longitud de dendritas primarias, la longitud total de los arboles
dendriticos por zona del GD, la cantidad de dendritas primarias por zona del GD y el angulo de
crecimiento de las dendritas primarias que refleja un desarrollo normal o un crecimiento
atipico. El analisis se realiz6 en el denominado “giro dental dorsal” que abarca la region
anteroposterior comprendida entre las coordenadas -3.14 a -4.8 (Paxinos, G. y Watson, C.,
2013), ya que el proceso de maduracion de las nuevas células en el GD adulto es diferente
entre la region dorsal y la region ventral (Piatti, V. C, y cols., 2011). Asi mismo, y debido a que
la maduracion neurogénica también es diferente entre regiones del hipocampo dorsal (Piatti
V. C. y cols., 2006), se hizo una division regional en la valoracién de modo que reportan los
resultados obtenidos del andlisis de la cresta del GD, asi como de las cuchillas superior e
inferior del GD dorsal (Figura 12).

Figura 12. Giro dentado hipocampal. Se muestra la divisién virtual con lineas amarillas entre la cresta y las
cuchillas superior e inferior del giro dentado (dentate gyrus, en inglés). Modificado de Balentova y cols., 2015.
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Densidad de DCX

En la figura 13 se muestran imagenes representativas de las imagenes de
inmunofluorescencia contra DCX en el giro dentado. El analisis de densidad de DCX muestra
que, mientras que la comparacion de densidad entre crestas y cuchillas superiores de los
grupos no hay diferencias significativas, en la capa inferior si las hay (Figura 14). En primer
lugar se realiz6 un ANOVA de dos vias el cual no presenté diferencias significativas respecto a
la interacion (p = 0.676), pero si entre las zonas del giro dentado (p < 0.003) y ambos
tratamientos (p = 0.032). La prueba post hoc Bonferroni no arrojo diferencias significativas al
comparar los tratamientos por cada zona del giro dentado. Este tipo de pruebas post hoc toma
en cuenta el error global en el analisis estadistico por lo que pueden aumentar la probabilidad
de dar por correcto un resultado falso negativo. Por ello debido a esto, a continuacién se
utilizé la prueba t de Student para analizar cada par de tratamientos por zona del giro
dentado, obteniendo diferencias no significativas entre los tratamientos en la cresta (p =
0.279) y la cuchilla superior (p = 0.070), pero si en la cuchilla inferior (p = 0.048). A pesar de
no encontrar diferencias estadisticamente significativas en la cuchilla superior, resulta
importante denotar que la densidad de DCX disminuy6 en promedio un 30.94 %; en la cuchilla
inferior esta disminucion fue del 42.86 %.

A Propilenglicol B Bumetanida

C. superior C. superior

C. inferior C. inferior

Figura 13. Imagenes de inmunofluorescencia representativas del giro dentado. Se muestran las
inmunofluorescencias en rojo de la DCX tanto en la cresta del giro dentado como en las cuchillas superior e
inferior. A. Tratamiento con propilenglicol. B. Tratamiento con propilenglicol + bumetanida. Barra de escala de
50 pm.
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Densidad de doblecortina en el giro dentado
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Figura 14. Densidad de doblecortina en el giro dentado hipocampal. Se muestran las diferencias entre los
tratamientos en cada zona del giro dentado. n= 6; t de Student; * p = 0.048.

Longitud dendritica

Dendritas primarias
En la figura 15 se muestran imagenes representativas de inmunofluorescencia de las

dendritas primarias y sus arborizaciones. El analisis referente a la longitud de las dendritas
primarias apicales reveld que ésta es diferente entre el grupo control y el experimental
solamente en la cuchilla inferior (Figura 16). Inicialmente se realiz6 un ANOVA de dos vias el
cual no present6 diferencias significativas ni respecto a la interaccién (p = 0.292), ni entre las
zonas del giro dentado (p = 0.154); pero si respecto al tratamiento (p = 0.007). La prueba post
hoc Bonferroni no arrojé diferencias significativas al comparar los tratamientos por cada zona
del giro dentado, por lo que a continuacidn se utiliz6 la prueba t de Student para analizar cada
par de tratamientos por zona del giro dentado. Se obtuvieron diferencias significativas entre
los tratamientos en la cresta (p = 0.026) y la cuchilla inferior (p = 0.027), pero no asi en la
cuchilla superior (p = 0.305).

Longitud total dendritica

El andlisis referente a la longitud en conjunto de las dendritas primarias y sus ramificaciones
por zona del GD revel6 que estas son diferentes entre el grupo control y el experimental
solamente en la cuchilla inferior (Figura 17). En primer lugar se realizéo un ANOVA de dos vias
el cual no present6 diferencias significativas respecto a la interacion (p = 0.889), tampoco
entre las zonas del giro dentado (p = 0.809); ni respecto al tratamiento (p = 0.125). A
continuacion se utilizo la prueba t de Student para analizar cada par de tratamientos por zona
del giro dentado; obteniendo diferencias no significativas entre los tratamientos en la cresta
(p =0.335) y la cuchilla inferior (p = 0.174), pero si en la cuchilla superior (p = 0.017).
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Figura. 15. Dendritas de las neuronas en desarrollo. Se muestra parte del arbol dendritico de las neuronas en
desarrollo en un fragmento de la cresta del giro dentado, sefialando con las flechas blancas las dendritas
primarias apicales y con las flechas amarillas dendritas secundarias; A, tratamiento con propilenglicol; B,
tratamiento con bumetanida; se puede apreciar que las dendritas primarias en B tienen una longitud menor que

en A.
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Fig. 16. Longitud de dendritas primarias de neuronas inmaduras. Se muestran las diferencias entre los
tratamientos en cada zona del giro dentado. n = 6; cresta, t de Student: *p = 0.026; C. inferior, t de Student: *p =

0.027.
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Fig. 17. Longitud del arbol dendritico de neuronas inmaduras. Se muestran las diferencias entre los
tratamientos en cada zona del giro dentado. n = 6; t de Student; *p = 0.017.

Numero de dendritas

El andlisis del nimero promedio de dendritas primarias apicales revel6 que éste no es
diferente entre el grupo control y el experimental (figural8). Se realiz6 un ANOVA de dos vias
el cual no presento diferencias significativas respecto a la interaccion (p = 0.678), ni entre las
zonas del giro dentado (p = 0.122), ni respecto al tratamiento (p = 0.107). Después se utilizo la
prueba t de Student para analizar cada par de tratamientos por zona del giro dentado;
obteniendo diferencias no significativas entre los tratamientos; cresta, t de Student: p = 0.310;
cuchilla inferior, t de Student: p = 0. 0.259; cuchilla superior, t de Student: p = 0.056. A pesar
de no encontrar diferencias estadisticamente significativas, resulta importante denotar que la
cantidad de dendritas en la cuchilla superior disminuy6 en promedio un 33.63%.

Cantidad promedio de dendritas
primarias en el giro dentado

-
o
)

@l Control (n = 6)
B Bumetanida (n = 6)

Numero de dendritas

Zona del giro dentado

Figura. 18. Numero de dendritas primarias de neuronas inmaduras. Se muestran las diferencias entre los
tratamientos en cada zona del giro dentado. n = 6; cresta, t de Student: p = 0.310; cuchilla inferior, t de
Student: p = 0.259; cuchilla superior, t de Student: p = 0.056.
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Angulos de crecimiento de las dendritas primarias

El andlisis de los angulos de crecimiento u orientacion de las dendritas primarias apicales de
las neuronas en desarrollo DCX+ reveld diferencias significativas entre los tratamientos solo
en la cuchilla inferior (figura 19). En principio se realiz6 un ANOVA de dos vias el cual no
presentd diferencias significativas respecto a la interacciéon (p = 0. 0.1527); ni respecto al
tratamiento (p = 0.1107); pero si entre las zonas del giro dentado (p = 0.0006). A continuacién
se utilizd la prueba t de Student para cada par de tratamientos por zona del giro dentado. No
se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos ni en la cresta (p = 0.137) ni en
la cuchilla superior (p = 0.238), pero si en la cuchilla inferior (p = 0. 034); esta diferencia fue
de 212 sexagesimales.

Angulos de crecimiento de las dendritas
primarias en el giro dentado
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Fig. 19. Promedio de los angulos de crecimiento de dendritas primarias. Se muestra el promedio de los
angulos de crecimiento de las dendritas primarias de las neuronas en desarrollo. n = 6; cresta, t de Student: p =
0.137; cuchilla superior, t de Student: p = 0.238; cuchilla inferior, t de Student: *p = 0. 034.

Anadlisis conductual

El analisis conductual consistié en la evaluacién del proceso de aprendizaje de la presencia
aleatoria de un evento aversivo (choque eléctrico) en el contexto de condicionamiento y en el
recuerdo del contexto de condicionamiento en ausencia del choque.

Aprendizaje en la prueba de condicionamiento aversivo al contexto

Con respecto al aprendizaje, ambos grupos siguieron una curva de condicionamiento tipica de
esta prueba (figura 20A). El aprendizaje se manifiesta como el incremento gradual de la
conducta de inmovilidad a lo largo de la sesion (720 s) y refleja una forma de aversién. Los
resultados muestran que la infusion de bumetanida no modifica el proceso de aprendizaje
aversivo contextual. Debido a que los errores estandar se sobrelapan en cada intervalo entre
los choques administrados no se realizaron mas pruebas estadisticas en busca de diferencias
entre los tratamientos, esto se justifica ademas por la forma tipica de las curvas de
aprendizaje que surgieron en ambos tratamientos.
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Memoria en la prueba de condicionamiento aversivo al contexto
24 horas después de finalizado el condicionamiento, se analiz6 la memoria aversiva
contextual, la cual consistid en introducir a cada sujeto en la cAmara de condicionamiento sin
que se presentara el choque. Durante toda la sesion (300 s) se registraron los movimientos de
cada sujeto. Ambos grupos mostraron recordar el contexto aversivo, lo cual se reflejo en

inmovilidad (figura 20B). Se utiliz6 una prueba t de Student para comparar a los tratamientos:
p=0.318.
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Figura 20 Analisis conductual. A. Condicionamiento aversivo al contexto. Se muestra el porcentaje de tiempo
de inmovilidad en cada periodo de la secuencia de choques presentados durante la prueba de condicionamiento
aversivo a un contexto. Los tratamientos no muestran diferencias significativas. n = 7; ANOVA de dos vias, factor
“Tratamiento” p = 0.114; factor “Administraciéon de choque” p < 0.0001; factor “interaccién” p = 0.7553. B. Fase

de recuperacién de la memoria. Se muestra el porcentaje de tiempo de inmovilidad de los grupos. n = 7; t de
Student, P = 0.318.

DISCUSION

Diversos estudios han evaluado la importancia de las neuronas generadas en la etapa adulta
sobre procesos conductuales como el aprendizaje y la memoria de tipo espacial y de contexto.
Las aproximaciones experimentales utilizadas hasta ahora para afectar la neurogénesis y
comprobar asi su papel funcional se han enfocado a la eliminacién del proceso ademas de que
en algunos casos carecen de selectividad en términos de las células eliminadas (para una
revision, ver Nieto-Escamez y Moreno-Montoya, 2011). El interés de esta tesis fue el de
analizar el impacto conductual de interferir con la maduracion de las nuevas neuronas en el
marco del empleo de farmacos que inciden en dicho proceso. Para ello, se administrd
bumetanida de manera croénica y via intracerebroventricular. La bumetanida es un
bloqueador de alta selectividad por el cotransportador iéonico NKCC1, el cual mantiene los

gradientes electroquimicos normales de las neuronas en desarrollo (Wang y Kriegstein,
2011).

Para determinar la dosis de bumetanida a utilizar en este trabajo se tomd en cuenta un
estudio previo en el que se reportd el uso de la bumetanida en conjunto con fenobarbital para
eliminar las crisis epilépticas inducidas por hipoxia en ratas en la etapa perinatal, utilizandose
dos dosis de bumetanida, 0.15 mg/Kg y 0.3 mg/Kg, administradas por via intraperitoneal
(Cleary y cols, 2013). Para el trabajo aqui presente en primer lugar se realizo la
administracion subcutanea e intrecerebroventricular crénica de bumetanida, a una dosis de
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0.2mg/Kg, o del excipiente. No se observaron diferencias entre los tratamientos utilizando
esta dosis en cuanto la densidad de DCX y tampoco se observaron diferencias estructurales en
los arboles dendriticos. Se emple6 entonces una dosis mayor (0.4 mg/Kg) considerando
algunas limitaciones técnicas que aparecieron durante la dilucién de la droga. En concreto, la
bumetanida se disolvi6 en propilenglicol ya que es muy poco soluble en vehiculos a base de
agua como liquido cefalorraquideo artificial y solucion salina fisiologica y; la concentracion
finalmente empleada respondié a la imposibilidad de disolverla a concentraciones mas altas.

Esta documentado (Ge y cols., 2006) que el bloqueo de la actividad del cotransportador
NKCC1 impide la estimulacion GABAérgica de tipo tdnico, la cual sucede durante toda la fase
de desarrollo de las neuronas inmaduras e incluso desde la etapa en que las células son
progenitores neurales de amplificacion transitoria (inmunoreactivas a DCX) y que la
estimulacion GABAérgica mediada por la actividad fisiologica del NKCC1 es uno de los
primeros estimulos tréficos para las neuronas en desarrollo. Los resultados de este trabajo
muestran que la bumetanida, la cual bloquea la activacion del cotransportador NKCC1, induce
una disminucion significativa en la densidad de DCX en la cuchilla inferior del GD y notable
aunque no estadisticamente significativa en la cuchilla superior. Esto puede deberse a una
cantidad de neuronas DCX+ menor lo cual sugiere la baja sobrevivencia neuronal en ausencia
del estimulo tréfico, o bien podria reflejar un impedimento en la sintesis de la proteina en
ausencia del estimulo.

La disminucién de la longitud dendritica primaria sugiere un desarrollo inadecuado o en
arresto del desarrollo dendritico, aunque la longitud de las dendritas primaria solo se vio
afectada en las neuronas de la cresta inferior, mientras que la longitud dendritica total sélo se
vio afectada en la cresta superior lo que indica i) una sensibilidad farmacoldgica diversa en las
zonas del giro dentado o, ii) un desarrollo diferencial especifico de cada zona. Aunque la
cantidad de dendritas por zona del GD no mostré diferencias significativas, se observé una
marcada tendencia en la cuchilla superior, teniendo una disminucién del 33%. Esto sugiere un
pobre desarrollo de las nuevas neuronas en esta zona del GD. Sin embargo, los angulos de
crecimiento dendritico mostraron ser diferentes solamente en la capa inferior del giro
dentado. La aparicion de indicadores anatémicos de un desarrollo anormal neuronal en
diferentes zonas del GD reitera la posibilidad de una sensibilidad diferente al farmaco entre
las mismas.

En cuanto al analisis conductual, es importante aclarar en primer lugar que las neuronas
inmaduras de la zona granular no necesitan de recibir aferentes provenientes de la corteza
entorrinal para influir en la excitabilidad del giro dentado, ya que desde etapas tempranas en
su desarrollo estas neuronas mantienen conexiones con las interneuronas del hilus (hilar
cells, en inglés) y con las interneuronas musgosas del hilus (mossy cells, en inglés) que a su
vez tienen conexiones GABAérgicas con las neuronas granulares maduras del giro dentado
(Ikrar y cols., 2013; Scharfman, y Myers, 2013; Kempermann y cols., 2015; Aimone, 2016).
Una propuesta dice que una adecuada neurogénesis mantiene al giro dentado en baja
actividad a través de estas conexiones y se propone que una neurogénesis adecuada ayuda a
aumentar la robustez de una memoria de manera que las nuevas neuronas se integran en el
giro dentado como elementos importantes para la recuperacidon de los estimulos a los que
fueron expuestas en etapas tempranas de su desarrollo; este modelo es apoyado por
aproximaciones computacionales que indican que la neurogénesis permite aumentar la
capacidad de almacenamiento y recuperacion de memorias recientes en el giro dentado
(Weisz y Argibay, 2009; Jocelyn y cols., 2015; Johnston y cols., 2015).
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Otra propuesta dice que dependiendo de la demanda resolutiva de la tarea en la que se
encuentre el individuo adulto, las neuronas en desarrollo y las neuronas maduras son
reclutadas como unidades funcionales en la codificaciéon y recuperacién de la informacion
(Weisz y Argibay, 2009; Satvat y cols., 2011). Por ejemplo, en el caso de discernir entre dos
contextos, si estos son muy similares, el giro dentado puede codificar la informacién de ambos
en distintos elementos celulares a través del reclutamiento de las nuevas neuronas, lo cual
aumenta la capacidad resolutiva de esta estructura (Satvat, y cols., 2011; Jocelyn, y cols.,
2015). En nuestro experimento la demanda resolutiva que implicé la tarea de aprendizaje
pudo haber sido baja y en consecuencia no se observaron diferencias entre los tratamientos
en cuanto a la recuperacion de la memoria. Desde esta perspectiva, la posible participacion de
las nuevas neuronas no fue evidente entre los tratamientos porque la tarea empleada no
exigio la necesidad de reclutar a las nuevas neuronas a un nivel diferencial.

Otros estudios proponen que las neuronas que sustentan la codificacion en la etapa de
aprendizaje son en su mayoria las mismas que se reclutan durante la recuperacion de la
memoria, ya sean nuevas o maduras (Johnston, y cols., 2015). Desde esta perspectiva, dado
que la fase de aprendizaje y la fase de memoria son muy cercanos en los experimentos del
presente trabajo, 24 hr de diferencia, no importaria si el desarrollo de las nuevas neuronas se
vio afectado por el tratamiento con bumetanida pues el giro dentado mantendria a los mismos
elementos neuronales reclutados tanto en la fase de adquisiciéon como en la de recuperacion.
Sin embargo, esto no descarta la posibilidad de que el aprendizaje y la memoria en la prueba
de condicionamiento aversivo al contexto no puedan verse afectados por las deficiencias
estructurales inducidas por el tratamiento con bumetanida. De hecho, se sabe que en roedores
la plasticidad de las fibras musgosas -la via emergente de las neuronas granulares del GD-
depende de la estimulacion de las neuronas nacidas en la etapa adulta (Kempermann y cols.,
2015).

Varios estudios concluyen que la participacion de la neurogénesis en el aprendizaje y la
memoria de aversion al contexto es limitada e incluso sucede en un gradiente de calidad, esto
es, que si la prueba es mas demandante, la neurogénesis tendra una participacion mas
pronunciada (Johnston y cols., 2015). En este sentido el protocolo aqui utilizado pudo no ser
lo suficientemente sensible debido a la probable alta intensidad y frecuencia del estimulo
aversivo.

Resulta importante resaltar que los efectos mas pronunciados sobre la neurogénesis en el giro
dentado se observaron en la cuchilla inferior. Existen diferencias anatémicas, funcionales y de
maduracion entre ambas cuchillas del giro dentado (Piatti y cols., 2011) y la evidencia
experimental sugiere que es la cuchilla superior la que tiene una participacion prioritaria en
cuando a tareas de aprendizaje y memoria espacial, mientras que la cuchilla inferior se ve mas
involucrada en (Amaral y cols., 2007; Satvat y cols., 2011; Gallitano y cols., 2016). Podemos
argumentar entonces, que dado que los cambios inducidos por la administracion de
bumetanida son mas notorios sobre la cuchilla inferior la cual no tiene tanta relevancia en los
procesos mnémicos, estos en consecuencia no se vieron influenciados por el tratamiento.
Alternativamente, dado que se observé que varias de las nuevas neuronas que crecieron bajo
el tratamiento con bumetanida tuvieron dendritas apicales que llegan hasta la capa molecular
del GD, se puede especular que algunas de las nuevas células recibieron aferentes desde la
corteza entorrinal y por ende pudieron ser participes directos de la codificacion del contexto
aversivo y/o participar en la modulacion del aprendizaje del mismo (Johnston y cols., 2015).

Dentro de las perspectivas de este estudio esta el comprobar la participacion de las neuronas
en desarrollo a través de una prueba de condicionamiento mas demandante. Esto se puede
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lograr disminuyendo el numero de choques o la intensidad de los mismos. También se plantea
comparar la capacidad de separacidn de patrones, otra tarea dependiente del GD en la que se
somete a los sujetos experimentales a distinguir entre una camara de condicionamiento y un
contexto similar neutro. También es de interés basico conocer si otro tipo de procesos, en
particular de memoria espacial, se ven afectados por la administracién de bumetanida.

Para comprobar el efecto de interferir en la maduracién de las nuevas neuronas modificando
el protocolo aqui utilizado, se podria ampliar el intervalo de tiempo entre la etapa de
aprendizaje y memoria, dejando que los individuos se sometan a la fase de adquisicion al
inicio o mitad del tratamiento y observando si son capaces de recuperar la memoria al final de
la administracién crénica. Se evaluaria de esta manera si las nuevas neuronas reclutadas en la
fase de adquisicion pueden ser influenciadas por el tratamiento y entonces comprobar si
mantienen su capacidad funcional y si son necesarias para la recuperaciéon de la memoria del
contexto al que estuvieron expuestas.

Este estudio es también un antecedente en el discernimiento del efecto de la bumetanida
sobre la neurogénesis en humanos lo cual es de relevancia clinica dado que se usa
actualmente como diurético y se propone su uso en conjunto con antiepilépticos en pacientes
pediatricos y también en procesos de inflamacion cerebral (O’'Donnell, 2004; Walcott y cols.
2012; Cleary y cols., 2013; Loscher y cols., 2013).

Este estudio es para nuestro conocimiento el primero en analizar el efecto que tiene la
administracion crénica de bumetanida sobre la neurogénesis hipocampal en el adulto y en
consecuencia sobre los procesos mnémicos en esta etapa del desarrollo. También es el
primero en intentar impedir la continuidad de la neurogénesis de manera gradual mas que
determinante como sucede en los experimentos que utilizan estrategias de radiacion, la
administracion de agentes antimitoticos y los modelos transgénicos.

CONCLUSION

Los resultados de este estudio muestran que la administraciéon de bumetanida icv interfiere
de manera negativa con la maduracion de las nuevas neuronas en un sistema in vivo teniendo
efectos sobre la estructura de las nuevas neuronas en desarrollo de manera diferencial entre
las zonas del giro dentado. En la cresta, la administracién de bumetanida disminuye la
longitud de las dendritas primarias; en las cuchillas inferiores, disminuye la longitud de las
dendritas primarias y desvia el angulo de crecimiento normal de las mismas,; y en las
cuchillas superiores, se ve disminuida la densidad de las marca de DCX, asi como la longitud
dendritica total y el nimero de dendritas primarias. Sin embargo, estos cambios estructurales
no tienen un efecto sobre la formacion del aprendizaje y el proceso de memoria aversiva
contextual.
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