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RESUMEN	  
	  
Los	   cambios	   estructurales	   y	   funcionales	   en	   zonas	   particulares	   del	   cerebro,	   entre	   ellos	   la	  
neurogénesis,	   o	   la	   generación,	   maduración	   e	   integración	   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	  desempeño	  adecuado	  de	   tareas	   cognitivas	   como	   la	  
memoria	  espacial,	   la	  memoria	  contextual,	   la	  memoria	  de	  reconocimiento	  y	   la	   separación	  de	  
patrones.	   Durante	   etapas	   tempranas	   de	   su	   desarrollo,	   los	   precursores	   neuronales	   y	   las	  
neuronas	   jóvenes	  expresan	  el	   cotransportador	  a	  Cl-‐,	  Na+	  y	  K+	  NKCC1,	  el	   cual	  participa	  en	  el	  
establecimiento	   de	   gradientes	   iónicos	   y	   por	   lo	   tanto	   en	   las	   propiedades	   electroquímicas	  
características	   de	   estas	   células.	   Evidencia	   experimental	   muestra	   que	   el	   bloqueo	   del	  
cotransportador	  previene	   la	   adecuada	  maduración	  morfológica	  de	   las	  nuevas	  neuronas.	   Sin	  
embargo,	  se	  desconoce	  la	  repercusión	  de	  esta	  alteración	  en	  la	  conducta.	  Ello	  resulta	  de	  interés	  
ya	   que	   existen	   fármacos	   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	  modulación	  in	  vivo	  de	  la	  maduración	  de	  las	  neuronas	  del	  giro	  dentado	  
generadas	  en	  la	  etapa	  adulta	  y	  analizar	  el	  impacto	  de	  dicha	  modulación	  sobre	  el	  aprendizaje	  y	  
la	   memoria	   contextual.	   Para	   ello	   se	   administró	   bumetanida	   a	   ratas	   jóvenes-‐adultas	   de	   12	  
semanas	  de	  edad	  de	   forma	  crónica	  durante	  28	  días	  y	  al	   término	  de	   la	   infusión	  se	  analizó	  el	  
aprendizaje	   y	   la	  memoria	   aversiva	   al	   contexto.	   Se	   obtuvieron	   los	   cerebros	   para	   análisis	   de	  
inmunofluorescencia	   contra	   doblecortina	   (DCX),	   una	   proteína	   del	   citoesqueleto	   de	   las	  
neuronas	   inmaduras,	  y	  se	  obtuvieron	   imágenes	  por	  microscopía	  confocal	  para	  el	  análisis	  de	  
diferentes	  parámetros	  estructurales	  asociados	  a	   la	  maduración	  de	  las	  neuronas	  jóvenes.	  Los	  
resultados	   muestran	   que	   la	   densidad	   de	   DCX	   disminuye	   en	   los	   animales	   tratados	   con	  
bumetanida	  y	  la	  capa	  granular	  inferior	  está	  particularmente	  afectada.	  Así	  mismo,	  la	  longitud	  
de	   las	   dendritas	   primarias	   está	   significativamente	   disminuida	   en	   la	   cresta	   y	   capa	   granular	  
inferior	   y	   tanto	   la	   longitud	   dendrítica	   total,	   como	   la	   cantidad	   de	   dendritas	   por	   zona,	   se	  
observaron	  disminuidas	  en	  la	  capa	  granular	  superior.	  Se	  detectaron	  diferencias	  en	  relación	  al	  
ángulo	   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	   maduración	   de	   las	   neuronas	   jóvenes	   nacidas	   en	   la	   etapa	   adulta,	   ello	   no	  
afecta	  significativamente	  el	  proceso	  de	  aprendizaje	  y	  memoria	  aversiva	  contextual.	   
	  
Palabras	  clave:	  Neurogénesis,	  NKCC1,	  Bumetanida.	  
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	   INTRODUCCIÓN	  
	  
Aprendizaje	  y	  memoria	  
Los	  individuos	  nacen	  sin	  conocimientos	  sobre	  su	  ambiente	  y	  es	  a	  través	  de	  la	  experiencia	  que	  
adquieren	  la	  información	  necesaria	  para	  modificar	  su	  conducta	  y	  procurar	  su	  sobrevivencia.	  
El	  aprendizaje,	  o	  la	  obtención	  de	  nueva	  información	  del	  medio,	  y	  la	  memoria,	  o	  en	  conjunto	  los	  
procesos	  de	  codificación,	  almacenamiento	  y	  recuperación	  de	  la	  información	  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	  
codificación	  para	  cada	  tipo	  de	  estímulo,	  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	  amígdala	  
(Maren	  y	  cols.,	  2013;	  Rudy,	  2009).	  	  
	  
La	  memoria	  se	  ha	  clasificado	  en	  explícita	  o	  declarativa	  e	  implícita	  o	  no	  declarativa	  (Figura	  1).	  
La	   primera	   se	   refiere	   a	   la	  memoria	   de	   tipo	   episódica,	   que	   es	   la	   capacidad	   de	   recordar	   los	  
acontecimientos	  de	  la	  experiencia	  personal	  o	  eventos,	  y	  a	  la	  memoria	  de	  tipo	  semántica,	  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	  
recuperación	   voluntario,	   como	   las	   habilidades	   motoras,	   la	   percepción,	   y	   las	   emociones	  
(Kandel	  y	  cols.,	  2001).	  
	  

	  
	  
Figura	  1.	  Clasificación	  de	  tipos	  de	  memoria.	  Se	  ha	  elaborado	  una	  clasificación	  de	  los	  tipo	  de	  memoria	  gracias	  
al	  conocimiento	  adquirido	  a	  partir	  de	  la	  práctica	  clínica	  y	  la	  experimentación	  animal.	  Tomado	  de	  Kandel	  y	  cols.,	  
2001.	  	  
	  
	  
El	   funcionamiento	  adecuado	  del	   circuito	  hipocampal	   (Figura	  2)	  es	  crucial	  en	   la	  memoria	  de	  
tipo	   episódica	   y	   está	   particularmente	   involucrado	   en	   resolver	   tareas	   que	   comprenden	  
relaciones	   espaciales,	   como	   la	   separación	   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	   separación	   de	   patrones	   involucra	   además	   la	   capacidad	   de	   los	   individuos	   de	   recordar	  
elementos	   clave	   de	   un	   ambiente	   como	   la	   presencia	   de	   estímulos	   aversivos,	   así	   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	  

Memoria(
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consiste	  en	  generar	  condicionamiento	  entre	  un	  estímulo	  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	   administración	   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	   estímulo	  
aversivo.	  El	  tiempo	  de	  inmovilidad	  observado	  es	  un	  indicador	  de	  la	  capacidad	  del	  individuo	  de	  
recordar	  el	  contexto	  (Curzon	  y	  cols.,	  2009;	  Maren	  y	  cols.,	  2013).	  
	  

	  
Figura	  2.	  La	  formación	  hipocampal	  en	  el	  cerebro	  de	  la	  rata.	  A.	  En	  este	  esquema	  se	  muestra	  a	  la	  izquierda	  una	  
ilustración	  del	  corte	  sagital	  del	  cerebro	  de	  una	  rata	  y	  la	  localización	  de	  la	  formación	  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	  ventrículo	  lateral	  
(lateral	   véntricle,	   LV,	   por	   sus	   siglas	   en	   inglés),	   el	   hipotálamo	   (hypothalamus,	   en	   inglés),	   el	   puente	   (pons,	   en	  
inglés)	   y	   la	  médula	   espinal	   (medula,	   en	   inglés).	  B.	   Se	   observan	   los	   componentes	   de	   la	   formación	   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	   última	   década	   adjudican	   al	   nacimiento	   de	   nuevas	   neuronas	   o	  
neurogénesis	   en	   el	   giro	   dentado	   del	   hipocampo	   un	   papel	   preponderante	   tanto	   en	   la	  
separación	  de	  patrones,	  como	  en	  la	  memoria	  aversiva	  contextual	  (Koehl	  y	  Abrous,	  2011).	  	  
	  
	  
Neurogénesis	  hipocampal	  adulta	  
En	   el	   cerebro	   suceden	   continuamente	   fenómenos	   de	   plasticidad	   a	   nivel	   estructural	   y	  
funcional,	  que	  además	  son	  los	  principios	  fisiológicos	  que	  le	  permiten	  a	  un	  individuo	  aprender	  
y	  recordar	  (Bliss	  y	  cols.,	  2007).	  Uno	  de	  los	  cambios	  plásticos	  que	  ocurren	  en	  el	  cerebro	  es	  el	  
fortalecimiento	  sináptico,	  que	  se	  traduce	  en	  la	  potenciación	  a	  largo	  plazo,	  la	  capacidad	  de	  las	  
neuronas	   para	   facilitar	   la	   generación	   de	   respuestas	   eléctricas	   en	   función	   de	   su	   actividad	  
sináptica	  previa,	  y	  se	   le	  ha	  propuesto	  como	  un	  mecanismo	  que	  modula	   la	  codificación	  de	   la	  
nueva	  información	  (Bliss	  y	  cols.,	  2007;	  Deng	  y	  cols.	  2009).	  
	  
Otro	  de	  los	  cambios	  plásticos	  que	  se	  asocian	  a	  algunos	  tipos	  de	  aprendizaje	  y	  de	  memoria	  es	  la	  
generación	   de	   nuevas	   neuronas	   (Ming	   y	   Song,	   2005;	   Deng	   y	   cols.,	   2009;	   Palloto	   y	   Deprez,	  
2014).	   La	   continua	   generación	   de	   células	   neuronales	   y	   su	   integración	   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	  

A" B"
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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	   relación	   con	   procesos	   patológicos	   como	   la	   epilepsia	  
(Eisch	  y	  cols.,	  2008),	  la	  adicción	  (Eisch	  y	  cols.,	  2008)	  y	  la	  depresión	  (Eisch	  y	  cols.,	  2008;	  Hill	  y	  
cols.,	   2015;	   Schoenfeld	   y	   Cameron,	   2015),	   así	   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	  participación	  en	  los	  procesos	  de	  aprendizaje	  y	  memoria	  (Deng	  y	  
cols.,	  2009;	  Mu	  y	  Gage,	  2011).	  
	  
En	  el	  cerebro	  de	  los	  mamíferos	  adultos	   la	  generación	  de	  nuevas	  neuronas	  está	  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	   ventrículos	   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	  últimos	  también	  se	  dividen	  y	  dan	  lugar	  a	  las	  neuronas	  
jóvenes	   que	   	  migran	   una	   corta	   distancia	   hacia	   la	   zona	   interna	   de	   la	   capa	   granular	   del	   giro	  
dentado,	  concluyendo	  su	  maduración	  y	  formando	  células	  granulares	  adultas	  (Figura	  3)	  (Ming	  
y	  Song,	  2011;	  Palloto	  y	  Deprez,	  2014).	  	  
	  

	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	  3.	  Neurogénesis	  en	  el	  hipocampo.	  En	  este	  esquema	  se	  aprecia	  la	  evolución	  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	  mitótica,	   los	  neuroblastos	  se	  diferencian	  a	  
neuronas	   inmaduras	  y	  envían	  proyecciones	  eferentes	  hacia	   la	   región	  CA3	  del	  hipocampo	  a	   través	  de	   la	  vía	  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	  dendríticas	  que	  crecen	  hacia	  la	  capa	  molecular	  (ML).	  Modificado	  de	  Ming	  y	  Song,	  
2005.	  
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Figure 4
Generation of new granular neurons in the dentate gyrus of the hippocampus from neural stem cells in
the subgranular zone (SGZ). Adult neurogenesis in the dentate gyrus of the hippocampus undergoes five
developmental stages. Stage 1. Proliferation: Stem cells (blue) with their cell bodies located within the
subgranular zone in the dentate gyrus have radial processes that project through the granular cell layer
and short tangential processes that extend along the border of the granule cell layer and hilus. These
stem cells give rise to transient amplifying cells (light blue). Stage 2. Differentiation: transient amplifying
cells differentiate into immature neurons (green). Proliferating progenitors in the SGZ are tightly
associated with astrocytes and vascular structures. Stage 3. Migration: Immature neurons (light green)
migrate a short distance into the granule cell layer. Stage 4. Axon/dendrite targeting: Immature neurons
(orange) extend their axonal projections along mossy fiber pathways to the CA3 pyramidal cell layer. They
send their dendrites in the opposite direction toward the molecular layer. Stage 5. Synaptic integration:
New granule neurons (red ) receive inputs from the entorhinal cortex and send outputs to the CA3 and
hilus regions. The specific properties of each stage are summarized below, mainly on the basis of studies
in adult mice. DG, dentate gyrus region; ML, molecular cell layer; GL, granular cell layer.
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Aproximadamente	  a	  los	  5	  días	  de	  su	  nacimiento,	  los	  precursores	  neuronales	  del	  giro	  dentado	  
hipocampal	   reciben	  primeramente	  entradas	  GABAérgicas	  de	   interneuronas	  del	  hilus	  y	  de	   la	  
zona	   subgranular	   así	   como	   de	   las	   de	   células	   hiedra	   (Ivy	   cells,	   en	   inglés);	   posteriormente	  
reciben	  entradas	  glutamatérgicas	  de	  las	  vías	  perforantes	  medial	  y	  lateral	  y	  finalmente	  reciben	  
entradas	   perisomáticas	   GABAérgicas	   desde	   las	   células	   en	   canasta	   (basket	   cells,	   en	   inglés)	  
además	  de	  conexiones	  axo-‐axónicas	  de	  células	  en	  candelabro	  (chandelier	  cells,	  en	  inglés).	  Los	  
precursores	  continúan	  su	  diferenciación	  hacia	  neuronas	   jóvenes	  y	  continúan	  su	  maduración	  
integrándose	   a	   la	   capa	   granular	   del	   GD.	   A	   las	   4	   semanas	   las	   células	   nuevas	   envían	  
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	   región	   CA3	   (Ming	   y	   Song,	  
2011;	  Palloto	  y	  Deprez,	  2014).	  	  
	  
El	  desarrollo	  adecuado	  de	  los	  precursores	  neuronales	  y	  su	  desempeño	  en	  los	  circuitos	  locales	  
depende	  de	   la	   coordinación	  de	  una	  variedad	  de	   estímulos	   endógenos	  que	   intervienen	  en	   la	  
proliferación	   celular,	   la	   formación	   de	   circuitos	   neurales,	   y	   la	   formación	   estructural	   y	  
morfológica	   (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	  
ángulo	   de	   crecimiento	   de	   las	   dendritas	   primarias.	   En	   condiciones	   fisiológicas	   normales	   las	  
neuronas	   granulares	   tienen	   una	   morfología	   bipolar,	   teniendo	   una	   única	   dendrita	   que	   se	  
proyecta	  en	  un	  ángulo	  recto,	  respecto	  del	  borde	  entre	  la	  capa	  granular	  y	  el	  hilus	  hacia	  la	  capa	  
molecular	  del	  giro	  dentado.	  La	  interrupción	  de	  la	  expresión	  de	  Cdk5,	  un	  gen	  que	  participa	  en	  la	  
migración	  neuronal	  y	  la	  extensión	  de	  neuritas	  en	  neuronas	  jóvenes	  nacidas	  durante	  la	  etapa	  
adulta	  del	  ratón,	  produce	  la	  aparición	  de	  dendritas	  con	  ángulos	  de	  crecimiento	  aberrantes	  que	  
resultan	   en	   la	   extensión	   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	  
aparición	  de	  dendritas	  de	  neuronas	  granulares	  con	  ángulos	  aberrantes	  de	  crecimiento	  (Howe	  
y	  cols.,	  2017).	  
	  
Entre	   otros	   tipos	   de	   estímulos	   endógenos	   que	   regulan	   la	   neurogénesis	   se	   encuentra	   la	  
activación	  por	  neurotransmisores,	  importantemente	  aquellos	  mediados	  a	  través	  del	  ácido-‐	  γ-‐
aminobutírico	   (GABA,	   por	   sus	   siglas	   en	   inglés)	   (Ge	   y	   cols.	   2006;	   Bordey,	   2007;	   Epp	   y	   cols.,	  
2013).	  El	  GABA	  se	  presenta	  como	  el	  principal	  neurotransmisor	  inhibidor	  en	  el	  cerebro	  adulto.	  
Sin	  embargo,	  durante	  el	  desarrollo	   funciona	  como	  estímulo	  despolarizante	  y	  constituye	  una	  
señal	  que	  promueve	  la	  maduración	  neuronal,	  la	  proliferación	  y	  migración	  de	  neuroblastos	  así	  
como	   la	   formación	   de	   sus	   sinapsis	   y	   su	   plasticidad	   sináptica	   (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	   adición	   de	   neuronas	   al	   giro	   dentado	   incrementa	   la	   capacidad	  
resolutiva	  de	   esta	   estructura	  para	   la	   codificación	  de	  un	   estímulo	   al	   reclutar	  más	   elementos	  
funcionales.	  De	  esta	  manera	   la	  neurogénesis	  estaría	   implicada	  en	  algunos	  procesos	  como:	   la	  
separación	  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	   evitación	   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).	  
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Las	  neuronas	  nacidas	  durante	  la	  etapa	  adulta	  representan	  una	  baja	  población	  de	  células	  en	  el	  
giro	  dentado	  (5-‐10%).	  Sin	  embargo,	  presentan	  una	  mayor	  capacidad	  de	  plasticidad	  sináptica	  
así	  como	  de	  excitabilidad,	  por	  lo	  que	  se	  ha	  establecido	  que	  la	  neurogénesis	  que	  ocurre	  en	  el	  
hipocampo	  incide	  sobre	  la	  función	  de	  las	  neuronas	  maduras	  y	  es	  un	  factor	  importante	  para	  el	  
desempeño	   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	   clásico	   en	   la	  
que	  un	  animal	  aprende	  a	  relacionar	  las	  señales	  que	  componen	  un	  contexto	  con	  la	  aparición	  de	  
un	  estímulo	  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	   modulación	   o	   el	   deterioro	   de	   este	   proceso	   como	   son:	   el	   ambiente	  
enriquecido	   y	   el	   ejercicio	   voluntario,	   los	   cuales	   aumentan	   la	   proliferación	   de	   precursores	  
neuronales;	  la	  irradiación	  del	  cerebro	  a	  pequeñas	  dosis;	  el	  tratamiento	  sistémico	  con	  agentes	  
antimitóticos;	  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	   identificación	   de	  
nuevas	  células	  producidas	  en	  el	  cerebro	  adulto.	  

La	  participación	  de	  la	  neurogénesis	  en	  el	  adulto	  en	  los	  procesos	  mnémicos	  aún	  es	  un	  tema	  de	  
controversia	   debido	   a	   que	   las	   diferentes	   aproximaciones	   experimentales	   que	   inducen	   la	  
disminución	   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	  
administración	   del	   agente	   antimitótico	   metilazoximetanol	   durante	   14	   días	   no	   produjo	   una	  
alteración	  de	  la	  recuperación	  de	  la	  memoria	  al	  finalizar	  el	  tratamiento	  (Shors	  y	  cols.,	  2002)	  y;	  
la	  depleción	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  a	  través	  de	  una	  estrategia	  transgénica	  no	  logró	  disminuir	  
la	  recuperación	  de	  la	  memoria	  (Dupret	  y	  cols.,	  2008).	  Sin	  embargo,	   la	   irradiación	  γ	   local	  del	  
giro	   dentado	   indujo	   una	   disminución	   significativa	   de	   la	   recuperación	   de	   la	  memoria	   (Ko	   y	  
cols.,	  2009);	   la	   inactivación	  optogenética	  de	   las	  neuronas	   inmaduras	  de	  aproximadamente	  4	  
semanas	   de	   edad	   disminuye	   el	   tiempo	   de	   inmovilidad	   en	   la	   fase	   de	   recuperación	   de	   la	  
memoria	   (Gu	   y	   cols.,	   2012)	   y;	   la	   aceleración	   de	   la	   diferenciación	   de	   las	   nuevas	   neuronas	   a	  
través	   de	   la	   expresión	   anticipada	   del	   gen	   pro-‐diferenciación	   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	   localización	  de	  objetos,	   también	  existen	  observaciones	  controversiales	  (Marin	  y	  Schinder,	  
2012;	  Oomen	  y	  cols.,	  2014).	  
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Figura	  4.	  Estrategias	  para	  la	  observación	  y	  estudio	  de	  la	  neurogénesis	  en	  sujetos	  adultos.	  A)	  Incorporación	  
de	  nucleótidos:	  La	  inyección	  sistémica	  de	  análogos	  de	  nucleótidos	  es	  útil	  para	  observar	  a	  células	  que	  sintetizan	  
ADN	   y	   posteriormente	   realizan	   mitosis.	   En	   este	   caso	   la	   bromodeoxiuridina	   (BrdU)	   substituye	   a	   la	   timidina	  
durante	  la	  fase	  de	  duplicación	  celular.	  En	  la	  parte	  inferior	  se	  muestra	  una	  fotografía	  de	  microscopía	  confocal	  que	  
permite	   observar	   la	   colocalización	   de	   las	   marcas	   de	   inmunofluorescencia	   contra	   doblecortina	   (DCX)	   una	  
proteína	  asociada	  al	  citoesqueleto	  de	  las	  neuronas	  inmaduras,	  NeuN,	  un	  antígeno	  nuclear	  específico	  de	  neuronas	  
y	   BrdU.	   B)	   Marcado	   a	   través	   de	   vectores	   virales:	   la	   expresión	   de	   transgenes	   por	   retrovirus	   requiere	   de	   su	  
incorporación	  en	  el	  genoma	  del	  hospedero	  durante	  la	  fase	  mitótica.	  Se	  presenta	  una	  fotografía	  con	  neuronas	  que	  
expresan	  a	  la	  proteína	  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)	  Expresión	  de	  marcadores	  específicos	  de	  neuronas	  inmaduras:	  análisis	  basado	  en	  la	  
creación	  de	  un	  animal	  transgénico	  en	  el	  cual	  los	  reporteros	  se	  expresan	  bajo	  promotores	  específicos	  como	  es	  la	  
DCX	  para	   neuronas	   inmaduras.	   En	   la	   parte	   inferior	   se	  muestra	   la	  marca	   de	  DCX	   y	  NeuN,	   un	   antígeno	  nuclear	  
específico	  de	  neuronas.	  Modificado	  de	  Ming	  y	  Song,	  2005.	  
	  
	  
El	  papel	  del	  GABA	  en	  la	  maduración	  de	  las	  neuronas	  jóvenes	  	  
La	  estimulación	  GABAérgica	  es	  particularmente	  importante	  en	  la	  maduración	  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	  ionotrópico	  GABAA,	  el	  cual	  
se	   compone	   por	   distintas	   subunidades	   que	   forman	   un	   pentámero	   que	   conforma	   un	   canal	  
permeable	  al	  ión	  Cl-‐.	  La	  familia	  de	  genes	  que	  codifican	  para	  las	  subunidades	  de	  este	  receptor	  
se	  agrupan	  en	  7	  clases	  acorde	  a	  la	  homología	  en	  sus	  secuencias,	  encontrándose	  las	  siguientes	  
familias	  con	  su	  respectivo	  número	  de	  miembros:	  familias	  α	  (1-‐6),	  β	  (1-‐3),	  γ	  (1-‐3),	  δ,	  ε,	  θ,	  π,	  y	  ρ	  
(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	  
farmacológicas	   y	   funcionales	   (Whissell	   y	   cols.,	   2013;	   Palloto	   y	   Deprez,	   2014).	   La	  
despolarización	  GABAérgica	  permite	  la	  activación	  de	  canales	  de	  calcio	  de	  tipo	  L	  mediados	  por	  
voltaje.	  La	  entrada	  de	   los	   iones	  Ca2+	  activa	  vías	  de	   señalización	  que	   inducen	   la	   consecuente	  
activación	   del	   factor	   de	   transcripción	   CREB	   (cAMP	   response	   element-‐binding	   protein,	   en	  
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inglés)	  que	  resulta	  en	  la	  regulación	  de	  la	  transcripción	  de	  genes	  involucrados	  en	  el	  desarrollo	  
de	  las	  nuevas	  células	  (Palloto	  y	  Deprez,	  2014;	  Kaila	  y	  cols.,	  2014).	  
	  
La	   estimulación	   GABAérgica	   de	   las	   neuronas	   inmaduras	   en	   un	   principio	   y	   a	   lo	   largo	   de	   su	  
ontogenia	  es	  de	  tipo	  tónico	  y	  está	  mediado	  por	   las	  moléculas	  de	  GABA	  en	  el	  microambiente	  
provenientes	   de	   las	   interneuronas	   vecinas.	   En	   etapas	   posteriores	   de	   su	   desarrollo,	   las	  
neuronas	   inmaduras	  reciben	  estímulos	  GABAérgicos	  de	  tipo	  fásico	  debido	  a	   la	   formación	  de	  
sus	  primeras	  conexiones	  sinápticas	  (Figura	  5)	  (Ben-‐Ari,	  2002;	  Palloto	  y	  Deprez,	  2014;	  Ming	  y	  
Song,	  2005).	  	  
	  

	  
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	  estímulos	  
endógenos	   y	   exógenos,	   entre	   ellos	   las	   señales	   mediadas	   por	   GABA	   de	   naturaleza	   tónica,	   y	   fásica,	   así	   como	  
glutamatérgica.	   En	   particular,	   los	   estímulos	   GABAérgicos	   pueden	   tener	   un	   efecto	   despolarizante	   o	  
hiperpolarizante	   en	   las	   células	   inmaduras,	   esto	   se	   ha	   asociado	   a	   la	   relación	   de	   la	   expresión	   de	   2	  
cotransportadores	   iónicos:	  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	   estímulos	   GABAérgico	   tónico	   y	   fásico	   son	   en	   principio	   de	   tipo	   excitatorio	   para	   las	  
neuronas	   en	   desarrollo.	   Esto	   es	   debido	   a	   la	   expresión	   del	   cotransportador	   NKCC1,	   cuya	  
actividad	  incrementa	  la	  concentración	  de	  Cl-‐	  intracelular.	  Bajo	  estas	  condiciones,	  la	  activación	  
GABAérgica	  a	  través	  de	  los	  receptores	  GABAA	  ionotrópicos,	  los	  cuales	  permiten	  el	  flujo	  de	  Cl-‐,	  
provoca	   la	   salida	  de	   este	   ión	  de	   carga	  negativa	   y	   en	   consecuencia	   la	   despolarización	  de	   las	  
células	  (Ben-‐Ari,	  2002;	  Bordey,	  2007).	  	  
	  
Mientras	   los	   precursores	   neurales	   maduran,	   la	   expresión	   del	   cotransportador	   NKCC1	  
disminuye,	  a	  la	  vez	  que	  aumenta	  la	  del	  cotransportador	  de	  K+	  y	  Cl-‐	  KCC2,	  cuyo	  papel	  funcional	  
es	   la	   excreción	   de	   estos	   iones	   y	   en	   consecuencia	   la	   disminución	   de	   la	   concentración	  
intracelular	  de	  Cl-‐.	  De	  esta	  manera,	  la	  activación	  GABAérgica	  se	  vuelve	  hiperpolarizante,	  como	  
es	   común	   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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γ-aminobutyric acid (GABA) and glutamate, two major
neurotransmitters in the adult brain. We also discuss how
new neurons may contribute to specific functions of the
adult brain.

Synaptic integration of adult-born dentate granule
cells into the existing circuitry

Functional incorporation of new neurons into the
adult circuitry was first demonstrated over two decades
ago in a landmark study where 1 month after adult
canaries were injected with [3H]thymidine to label
new cells, four randomly recorded neurons (out of a
total of 74 neurons) within a vocal control nucleus
in the telencephalon exhibited electrical responses to
auditory stimulation and were positive for [3H]thymidine
labelling (Paton & Nottebohm, 1984). Over the past

Figure 1. Synaptic integration of new granule cells in the dentate gyrus of the adult mouse
hippocampus
Shown is a schematic summary of the synaptic integration and maturation process of newborn dentate granule
cells in the adult mouse hippocampus. Adult neurogenesis is a developmental process consisting of proliferation
and fate specification of adult neural progenitors, and migration and integration of new neurons into the existing
circuitry. New neurons also follow a stereotypic process to establish different types of synaptic inputs. For GABA
signalling, tonic GABA activation occurs first, followed by formation of GABAergic dendritic synaptic inputs
and finally perisomatic GABAergic inputs. New neurons exhibit a gradual change in the expression of different
chloride transporters. As a consequence, new neurons are initially depolarized by GABA and gradually become
hyperpolarized by GABA during their maturation. For glutamate signalling, glutamatergic synapse formation starts
after initial synaptogenesis of GABAergic dendritic synaptic inputs and before synaptogenesis of perisomatic
GABAergic synaptic inputs. During the maturation stages, there are two critical periods when new neurons are
particularly sensitive to glutamatergic signalling, the first involving NR1-dependent competitive survival of new
neurons and the second involving NR2B-dependent enhanced synaptic plasticity. The images shown in the top
panel were adapted from Ge et al. (2006, 2007b).

few years engineered oncoretrovirus (van Praag et al.
2002) and transgenic reporter mice (Overstreet et al.
2004) have greatly facilitated functional analysis of
new neurons in vivo. Studies using these tools have
revealed a stereotypic integration process in establishing
connections by newborn granule cells in the adult
hippocampus (Fig. 1), from initial tonic activation by
ambient GABA, to dendritic GABAergic synaptic inputs,
followed by dendritic glutamatergic inputs and finally
perisomatic GABAergic inputs (Esposito et al. 2005;
Overstreet Wadiche et al. 2005, 2006; Tozuka et al.
2005; Wang et al. 2005; Ge et al. 2006; Karten et al.
2006). After a prolonged maturation phase, adult-born
neurons exhibit electrical and synaptic properties that
are indistinguishable from those of neighbouring mature
granule cells when examined by electrophysiology at
the single-cell level (Laplagne et al. 2006; Ge et al.
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2006). After a prolonged maturation phase, adult-born
neurons exhibit electrical and synaptic properties that
are indistinguishable from those of neighbouring mature
granule cells when examined by electrophysiology at
the single-cell level (Laplagne et al. 2006; Ge et al.

C⃝ 2008 The Authors. Journal compilation C⃝ 2008 The Physiological Society
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El	  mantenimiento	  de	  una	  alta	  concentración	  de	  iones	  Cl-‐	  en	  el	  interior	  de	  la	  célula	  permite	  que	  
la	   activación	   GABAérgica	   sea	   despolarizante.	   Esto	   es	   debido	   a	   que	   el	   potencial	   reverso	   de	  
GABA	  (EGABA),	  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).	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	   6.	   Los	   cotransportadores	   iónicos	   NKCC1	   y	   KCC2	   generan	   la	   baja	   y	   alta	   concentración	   de	   Cl-‐	   en	  
neuronas	   inmaduras	   y	   maduras,	   respectivamente.	   La	   expresión	   de	   estos	   cotransportadores	   depende	   del	  
estado	  de	  desarrollo	  de	   las	  células	  neuronales.	  A.	  En	   los	  precursores	  neuronales,	  existe	  una	  alta	  expresión	  del	  
cotransportador	  NKCC1,	  que	  genera	  una	  alta	  concentración	  intracelular	  de	  iones	  Cl-‐,	  de	  manera	  que	  la	  activación	  
GABAérgica	  inducirá	  una	  respuesta	  despolarizante	  por	  la	  salida	  de	  Cl-‐	  a	  través	  de	  los	  receptores	  a	  GABA	  tipo	  A	  
(GABAA)	  que	  puede	  estar	  acompañada	  por	  la	  apretura	  de	  canales	  de	  Ca2+	  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	   integración	   sináptica	   y	   el	   desarrollo	  
dendrítico	  (Figura	  7),	  por	  lo	  que	  se	  ha	  planteado	  que	  la	  activación	  GABAérgica	  tiene	  un	  papel	  
importante	  en	  la	  maduración	  y	  funcionalidad	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  (Ge	  y	  cols.,	  2006;	  Palloto	  
y	  Deprez,	  2014).	  	  
	  
Estas	   observaciones	   tienen	   relevancia	   clínica	   debido	   a	   que	   el	   NKCC1	   es	   un	   blanco	   de	  
fármacos,	  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	  clínicas	  se	  
plantea	  su	  posible	  uso	  en	  conjunto	  con	  antiepilépticos	  en	  pacientes	  pediátricos	  (Hannaert	  y	  
cols.,	  2002;	  Dzhala	  y	  cols.,	  2005).	  	  
	  
De	   hecho,	   se	   ha	   observado	   que	   la	   bumetanida	   bloquea	   la	   despolarización	   producida	   por	   el	  
neurotransmisor	  GABA	  en	  neuronas	  en	  desarrollo	   (Figura	  8)	  a	   través	  de	   la	   inversión	  de	   los	  
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network-driven patterns (see below) — the expression
of KCC2 at birth will vary even between adjacent neu-
rons. Further studies will be required to determine the
relationship between KCC2 expression and functional
maturation.

Poo and colleagues used calcium imaging to measure
the actions of GABA, perforated-patch recordings to
measure ECl, and RNASE PROTECTION ASSAYS to estimate KCC2
activity in rodent hippocampal neurons in culture7, and
they showed a simultaneous change in all three parame-
ters. Interestingly, blocking GABAA receptors with bicu-
culline and picrotoxin prevented the shift from taking
place; that is, the KCC2 transporter was not expressed
and GABA continued to exert a depolarizing action. By
contrast, blocking glutamate receptors did not modify
the outcome, and the shift took place at the right time.
So, the switch seems to be mediated by the activation of
GABA synapses themselves. Most intriguingly, blocking
all ongoing activity by continuous applications of the
sodium channel blocker tetrodotoxin did not prevent
the shift from excitation to inhibition. This implies that
the presence of miniature postsynaptic currents (PSCs),
which are generated by the action-potential-independent
quantal release of GABA, is sufficient to trigger the
expression of KCC2 and a reduction in [Cl–]i. In other
words, all that is needed to produce the shift is an
ongoing release of GABA, even when all the network

a  High [Cl–]i (immature) b  Low [Cl–]i (mature)
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Figure 1 | Early expression of NKCC1 and late expression of KCC2 determines
developmental changes in [Cl–]i. Schematic diagram depicting the Na+–K+–2Cl– co-
transporter NKCC1, the K+–Cl– co-transporter KCC2 and voltage-gated calcium currents, as
well as the gradients of chloride ions. a | NKCC1 expression predominates in immature
neurons, in which the intracellular concentration of chloride ([Cl–]i) is relatively high. b | KCC2
expression predominates in mature neurons. Note that the activation of GABA (γ-aminobutyric
acid) type A receptors generates an efflux of chloride and an excitation of immature neurons,
and an influx of chloride and an inhibition of adult neurons. CLC2, voltage-gated chloride
channel 2; ECl, chloride reversal potential; RMP, resting membrane potential (Vrest); 
VDCC, voltage-dependent calcium channel. Adapted, with permission, from REF. 42 © 1998
The American Physiological Society.

Box 2 | Equilibrium potentials and the ins and outs of chloride125

Anions are distributed differentially across the cell membrane. The main anions of the
intracellular fluid are organic molecules, such as negatively charged amino acids, proteins
and nucleic acids, whereas chloride is the principal anion in the extracellular fluid. Under
physiological conditions, the concentration gradient for chloride — that is, the difference
between the external and internal concentrations — is 140 mM – 7 mM, so there will be
an influx of chloride when chloride-permeable channels, such as GABA (γ-aminobutyric
acid) type A receptors, open. However, the direction and magnitude of ion diffusion will
be determined by both the concentration gradient and the membrane potential (Vm),
which forces ions to move in a particular direction according to their charge. The
electrochemical equilibrium potential (Em; also known as the reversal potential) for a
given ion is the membrane potential at which the concentration-gradient force that tends
to move a particular ion in one direction is exactly balanced by the electrical force that
tends to move the same ion in the reverse direction. For cations, these values are 0 mV for
sodium and 100 mV for potassium — far from a typical resting potential (Vrest) of –65 mV.
By contrast, ECl in the adult is only a few mV more hyperpolarized than Vrest (that is, –75
mV), so the net driving force is small. In the rodent hippocampus, we have shown that ECl

decreases with age during the postnatal period (see part a of the figure).
Developing neurons have a higher intracellular concentration of chloride ([Cl–]i) than

adult neurons. To estimate [Cl–]i, recordings are made using the perforated-patch-clamp
technique, in which a solution is used to makes perforations in the membrane that are not
permeable to chloride and so do not change the genuine [Cl–]i. In spite of their limitations
for small neurons, perforated-patch recordings indicate that [Cl–]i is in the order of 20–25
mM in young hippocampal neurons (part b; adapted, with permission, from REF. 45 ©
2001 Macmillan Magazines Ltd).An important feature of chloride gradients is that even
small changes in [Cl–]i can have profound consequences. Indeed, the curve that relates the
reversal potential to the transmembrane chloride concentration (the Nernst equation) is
steep at physiological concentrations of chloride45. So, small changes in [Cl–]i are sufficient
to cause the GABA reversal potential to be either below or above the resting membrane
potential and the threshold for action potential generation (part b). During development, when a [Cl–]i higher than 25 mM is sufficient to induce the shift,
higher concentrations are not required. Therefore, when the channels are activated, there is an efflux of chloride, leading to a depolarization that can
generate sodium and calcium action potentials and remove the voltage-dependent magnesium block from NMDA channels.
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potenciales	  de	  membrana	  y	  reversor	  de	  GABA,	  que	  en	  consecuencia	  da	   lugar	  a	   la	  activación	  
GABAérgica	  de	  naturaleza	  hiperpolarizante	  (Wang	  y	  Kreigstein,	  2011).	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figura	  7.	  Efecto	  del	  silenciamiento	  del	  gen	  Nkcc1	  en	  la	  arborización	  dendrítica	  de	  neuronas	  inmaduras.	  El	  
silenciamiento	  de	  la	  expresión	  del	  contransportador	  NKCC1	  interfiere	  en	  la	  arborización	  dendrítica	  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	   maduración	   neuronal,	   estudios	   previos	   han	   evaluado	   el	  
bloqueo	  de	  las	  señales	  GABAérgicas	  tempranas	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  en	  el	  
ratón	  adulto	  (Ge	  y	  cols.,	  2006;	  Ge	  y	  cols.	  2008).	  Los	  resultados	  muestran	  que	  en	  la	  preparación	  
de	  rebanadas	  de	  cerebro,	  el	  	  bloqueo	  de	  las	  corrientes	  tónicas	  de	  neuronas	  con	  la	  expresión	  de	  
un	  shRNA	  (short	  hairpin	  RNA,	  por	  su	  nombre	  en	  inglés)	  dirigido	  al	  ARN	  de	  Nkcc1	  e	  integrado	  
a	  través	  de	  un	  vector	  viral,	  genera	  un	  cambio	  en	  la	  relación	  entre	  el	  potencial	  de	  membrana	  en	  
reposo	  (Vrest)	  y	  el	  potencial	  reverso	  de	  GABA	  (EGABA)	  (Figura	  9)	  (Ge	  y	  cols.,	  2006).	  Mas	  aún,	  la	  
carencia	   de	   expresión	   de	  NKCC1	  por	   este	  medio	   impide	   las	   respuestas	   fásicas	   o	   sinápticas,	  
tanto	   a	   GABA,	   como	   a	   glutamato.	   También	   el	   porcentaje	   de	   nuevas	   células	   que	   reciben	  
impulsos	  GABAérgicos	  y	  glutamatérgicos	  disminuye	  por	  la	  falta	  de	  expresión	  de	  Nkcc1.	  Así,	  se	  
ha	   podido	   determinar	   que	   las	   señales	   mediadas	   por	   el	   NKCC1	   son	   fundamentales	   para	   el	  
correcto	   desarrollo	   morfológico,	   electrofisiológico	   y	   sináptico	   de	   neuronas	   jóvenes	   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	  farmacológico	  del	  canal	  NKCC1	  en	  un	  sistema	   in	  vivo	  y	  evaluar	  si	   la	  maduración	  
estructural	   de	   las	   nuevas	   neuronas	   se	   alteraba	   y	   si	   ello	   incidía	   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	  fármaco	  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	   administración	   de	   bumetanida	   pueda	   tener	   en	   el	   proceso	  
neurogénico	   en	   esta	   etapa	   crítica	   del	   desarrollo.	   Por	   otro	   lado,	   el	   uso	   de	   la	   bumetanida	   en	  
eventos	   patológicos	   en	   los	   cuales	   la	   barrera	   hematoencefálica	   se	   encuentra	   alterada	   y	  
permeable,	   como	   en	   el	   edema	   cerebral	   por	   traumatismo,	   y	   su	   capacidad	   de	   atravesar	   esta	  
barrera	  en	  condiciones	  fisiológicas	  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	   iónico	   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	   crías	   recién	   nacidas	   de	   ratón,	   (en	   A	   el	  
silenciamiento	  del	  gen	  en	  neuronas	  inmaduras	  corticales	  desde	  etapas	  embrionarias	  y	  en	  B	  la	  administración	  de	  
bumetanida	  a	  una	  dosis	  de	  0.2	  mg/Kg	  en	  madres	  preñadas)	  el	  efecto	  final	  sobre	  la	  inversión	  de	  los	  potenciales	  
Vrest	  y	  EGABA	  (-‐70	  mV)	  es	  muy	  similar,	  por	  lo	  que	  podría	  inferirse	  que	  el	  efecto	  antagónico	  de	  la	  bumetanida	  sobre	  
NKCC1	   es	   equiparable	   al	   del	   silenciamiento	   de	   Nkcc1.	   Esto	   denota	   la	   efectividad	   del	   fármaco	   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.	  	  
	  
	  
	  

	  
Figura	  9.	  Cambios	  en	  la	  naturaleza	  de	  la	  activación	  GABAérgica	  después	  del	  silenciamiento	  de	  Nkcc1.	  Las	  
células	   en	   desarrollo	   de	   las	   ratas	   control	   muestran	   propiedades	   electrofisiológicas	   normales.	   Es	   importante	  
notar	   que	   la	   inversión	   de	   los	   potenciales	   Vrest	   y	   EGABA	   sucede	   en	   etapas	   tardías	   de	   la	   neurogénesis	   y	   en	   las	  
neuronas	   maduras.	   Por	   otro	   lado,	   el	   silenciamiento	   de	   la	   expresión	   del	   cotransportador	   Nkcc1	   invierte	   los	  
valores	  de	  los	  potenciales	  desde	  etapas	  muy	  tempranas	  del	  desarrollo	  de	  las	  nuevas	  células.	  La	  diferencia	  en	  la	  
inducción	  de	  las	  corrientes	  GABAérgicas	  tónicas	  cambia	  de	  polaridad	  entre	  los	  sujetos	  control	  y	  los	  sujetos	  con	  el	  
silenciamiento	  de	  Nkcc1,	  de	  manera	  que	  las	  corrientes	  tónicas	  en	  condiciones	  fisiológicas	  son	  exitatorias,	  dado	  
que	   la	   activación	  por	  GABA	   induce	   la	   salida	  de	   iones	  Cl-‐	   porque	   se	   encuentran	  más	   concentrado	  dentro	  de	   la	  
célula	  por	  la	  actividad	  del	  cotransportador.	  La	  infusión	  de	  la	  bicuculina	  (bicuculline,	  en	  inglés),	  un	  antagonista	  de	  
los	  receptores	  GABAA,	  crea	  una	  corriente	  inhibitoria	  en	  el	  grupo	  control	  y	  una	  corriente	  excitadora	  en	  el	  grupo	  
con	  el	  silenciamiento.	  Modificado	  de	  Ge	  y	  cols.,	  2008.	  
	  
	  
	  

down the expression of NKCC1, a Cl! importer responsible for
GABA-induced depolarization in immature neurons (Delpire,
2000). We performed in utero electroporation of plasmids coex-
pressing GFP and a previously characterized shRNA against
Nkcc1 in 15-d-old embryonic mice, during the birth of mid- to
upper-layer cortical neurons (Ge et al., 2006). In utero RNAi
provides both temporal and spatial control over loss of function
and bypasses the pitfalls of potential genetic compensations often
observed in knock-out animals. To test the ability of the shRNAs
to knockdown endogenous NKCC1 protein in newborn neurons

in the developing cortex, we performed
immunohistochemistry of GFP" cells in
electroporated cortices of neonatal (P0)
mice. Nkcc1-shRNA, but not control
shRNA, reduced the expression of NKCC1
in immature cortical neurons without af-
fecting the expression of KCC2, a Cl! ex-
porter expressed after birth and main-
tained through adulthood to make GABA
hyperpolarizing (Fig. 1A). We further
tested the efficacy of Nkcc1-shRNA by
gramicidin-perforated patch recording of
electroporated neurons at P0 to measure
the intracellular Cl! concentration with-
out perturbing the Cl! gradient. The
GABA reversal potential (EGABA) was sig-
nificantly more negative in Nkcc1-shRNA-
expressing neurons than in control neo-
cortical neurons (DsRed-shRNA,
!40.29 # 3.10 mV; Nkcc1-shRNA,
!71.17 # 3.77 mV; p $ 0.0001) (Fig.
1B,D). Given the unchanged resting
membrane potential of electroporated
cortical neurons at P0 (DsRed-shRNA,
!54.75 # 1.18 mV; Nkcc1-shRNA,
!55.45 # 2.01 mV), GABA hyperpolar-
ized cells expressing Nkcc1-shRNA, thus
validating the effectiveness of RNAi
knockdown to abolish GABA-induced de-
polarization (Fig. 1D).

GABA regulates synaptic integration of
newborn cortical neurons
To test the ability of newborn cortical neu-
rons to develop synaptic connections in
the absence of GABA-induced depolariza-
tion in vivo, we recorded sPSCs in electro-
porated GFP" neurons at a holding po-
tential of !70 mV in the presence of TTx
(0.5 !M). As newborn cortical neurons
mature, they sequentially receive inhibi-
tory and excitatory synaptic inputs that
can be measured in the form of sPSCs
(Owens et al., 1999; Tyzio et al., 1999;
Hennou et al., 2002). In the first postnatal
week, control GFP" neurons exhibited
few sPSCs, all of which were blocked by
bicuculline and therefore GABAergic (Fig.
2A,B). However, we could not detect any
sPSCs in Nkcc1-shRNA-expressing cells at
this time (Fig. 2A,B). By the second and
third postnatal week, the total frequencies
of sPSCs in control cells had increased sig-

nificantly (Fig. 2A,B), yet Nkcc1-shRNA neurons had sPSC fre-
quencies at 11 and 42% of those observed in respective control
cells, indicating defects in synaptic integration of Nkcc1-shRNA-
expressing neurons (t test; DsRed-shRNA vs Nkcc1-shRNA; 2
weeks: 1.93 # 0.25 vs 0.22 # 0.05 Hz, p $ 0.0001; 3 weeks: 3.62 #
0.64 vs 1.51 # 0.36 Hz, p % 0.0053) (Fig. 2C).

We next investigated the type of synaptic transmission that the
newborn cortical neurons receive after integration of cortical cir-
cuitry. Previous studies have shown that cortical neurons un-
dergo the sequential development of GABA, followed by AMPA

Figure 1. In vivo knockdown of NKCC1 alters GABA reversal potential of newborn neurons. A, P0 cortical neurons electropo-
rated with plasmids expressing GFP and shRNAs against either DsRed (control) or Nkcc1. Expression of Nkcc1-shRNA, but not the
control shRNA (DsRed-shRNA), reduced NKCC1 expression in newborn pyramidal cells. KCC2 staining showed no change in expres-
sion level in GFP " neurons. Arrows highlight staining in cell body and process varicosities. Scale bar, 10 !m. B, Voltage ramps
obtained from P0 cortical neurons expressing either DsRed-shRNA or Nkcc1-shRNA under gramicidin-perforated patch-clamp
conditions. EGABA reversed at more hyperpolarized potentials with expression of Nkcc1-shRNA than controls (as indicated by the
x-intercept). C, P0 GFP " cell observed under DIC (left) and fluorescence (right) microscopy in acute brain slices. D, Expression of
Nkcc1-shRNA effectively changed the chloride gradient in newborn cortical neurons, making GABA hyperpolarizing to the Vrest

instead of depolarizing in control cells. Bar graphs indicate mean # SEM (***p $ 0.0001, t test). The numbers of recorded cells
are indicated in parentheses.
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immediately curved its paw to grasp the swab, the grasp reflex was
considered present. The date when both eyes were open was recorded.
Visual placing was assessed by suspending the pup by its tail and gently
lowering it toward the tabletop. If the pup raised its head and extended
forelimbs toward the surface, visual placing was scored as present. To
assess air righting, the pup was held with its ventral side facing upward

30 cm above a chamber filled with soft bedding. The pup was released,
and air righting was considered present if the pup turned while falling
so that it landed on its feet. To assess bar hanging, the pup was allowed
to grasp a small wire bar and then released so that it was hanging by its
forelimbs. Once the pup was able to hang suspended for 10 s, bar
holding was scored as present.

Figure 1. Bumetanide hyperpolarizes GABA reversal potential in immature neurons (A) and (B) voltage-ramps obtained from P0 cortical neurons of pups treated with
intraperitoneal injections of either saline or bumetanide under gramicidin-perforated patch-clamp conditions. EGABA reversed at more hyperpolarized potentials in bumetanide-
treated mice than in controls (as indicated by the x-intercept). (C) Blocking NKCC1 with bumetanide effectively changed the chloride gradient in newborn cortical neurons, making
GABA hyperpolarizing to the resting potential instead of depolarizing as in control cells. Bar graphs indicate mean ± SEM (number of recorded cells are indicated in parenthesis in
bar graphs, n5 3 animals per condition,***P\ 0.0001, t-test). (D) Comparison of EGABA values for control- and bumetanide-treated cells recorded at RT and at 32 !C. Increasing
the recording temperature did not significantly alter the EGABA. Bar graphs indicate mean ± SEM (number of recorded cells are indicated in parenthesis in bar graphs, n 5 2
animals at 32 !C, ***P\ 0.0001, t-test). (E) Timeline of different drugs treatments. Black line represents length of control (PBS) treatment, and colored lines represent different
bumetanide (Bum) exposure windows.
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	   JUSTIFICACIÓN	  
La	  función	  nerviosa	  puede	  afectarse	  por	  variaciones	  en	  el	  número	  de	  células	  que	  se	  producen	  
durante	   la	  etapa	  adulta	  y	  por	   la	   reducción	  en	  el	  nacimiento	  de	   las	  mismas.	  Sin	  embargo,	   se	  
desconoce	  si	  el	   interferir	  en	  la	  maduración	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  nacidas	  durante	  la	  etapa	  
adulta	  tiene	  algún	  impacto	  en	  procesos	  aprendizaje	  y	  memoria	  dependientes	  del	  giro	  dentado.	  
	  
	  
	  
	   HIPÓTESIS	  
La	  bumetanida	  deteriorará	   la	  progresión	  de	   la	  maduración	  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	   infusión	   crónica	   de	   bumetanida	   sobre	   la	   maduración	   de	   neuronas	  
nacidas	   en	   la	   etapa	   adulta	   	   y	   analizar	   el	   impacto	   de	   esta	  manipulación	   en	   los	   procesos	   de	  
aprendizaje	  y	  memoria	  de	  miedo	  al	  contexto.	  
	  
	  
	  
	   MÉTODOLOGÍA	  
	  
Sujetos	  	  
	  
Se	  utilizaron	  14	  	  ratas	  macho	  de	  la	  cepa	  Wistar	  de	  250-‐350	  g.	  Los	  animales	  se	  mantuvieron	  en	  
condiciones	   estándar	   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	  solución	  administrada	  vía	  intracerebroventricular	  (icv):	  
la	  sustancia	  excipiente	  propilenglicol,	  o	  esta	  misma	  combinada	  con	  bumetanida.	  
	  
	  
Materiales	  y	  métodos	  
	  
Bumetanida	  (Santa	  Cruz	  Biotech,	  E.U.A.).	  Se	  utilizó	  una	  dosis	  de	  0.4	  mg/kg	  por	  día.	  Se	  	  utilizó	  
como	  excipiente	  al	  propilenglicol	  (Sigma	  Aldrich,	  E.U.A.)	  dado	  que	  es	  una	  sustancia	  en	  la	  que	  
la	  bumetanida	  es	  completamente	  soluble.	  Se	  colocó	  en	  promedio	  una	  dilución	  de	  3.92	  mg	  de	  
bumetanida	  en	  200	  µL	  del	  exipiente	  dentro	  de	  la	  bomba	  osmótica.	  
	  
Preparación	   de	   bombas	   osmóticas.	   Se	   utilizaron	   mini-‐bombas	   osmóticas	   de	   liberación	  
prolongada	   	   de	   0.5	   µl/h;	   14	   días	   (Alzet,	   E.U.A.,	   Modelo	   2002).	   Se	   utilizaron	   2	   bombas	  
osmóticas	  por	  sujeto,	  implantando	  una	  en	  un	  inicio	  y	  reemplazándola	  con	  una	  nueva	  a	  los	  14	  
días	  de	  realizado	  el	  primer	  implante.	  Las	  bombas	  se	  llenaron	  con	  una	  solución	  de	  bumetanida	  
en	  propilenglicol	  o	  sólo	  con	  propilenglicol	  como	  control,	  posteriormente	  se	  colocaron	  en	  un	  
baño	  de	   solución	   salina	   0.9%	  a	   37ºC	  durante	   6	   horas	   para	   inducir	   el	   bombeo	   adecuado;	   la	  
implantación	  de	  la	  bomba	  se	  realizó	  una	  vez	  concluido	  este	  periodo	  de	  equilibrio	  de	  bombeo.	  
	  
Implante	   intracerebroventricular	   (icv)	   de	   la	  minibomba	   osmótica.	   Todos	   los	   procedimientos	  
quirúrgicos	  se	  realizaron	  bajo	  el	  código	  de	  ética	  del	   Instituto	  de	  Investigaciones	  Biomédicas	  
de	  la	  UNAM	  y	  minimizando	  en	  lo	  posible	  el	  malestar	  de	  los	  animales.	  Se	  utilizó	  el	  anestésico	  
gaseoso	  isofluorano	  al	  2%	  en	  una	  mezcla	  de	  O2	  95%	  y	  CO2	  5%,	  y	  se	  montó	  a	  los	  animales	  en	  
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un	  instrumento	  estereotáxico	  (Kopf,	  E.U.A.).	  Se	  realizó	  una	  incisión	  en	  el	  eje	  anteroposterior	  
en	  la	   línea	  media	  del	  cráneo	  y	  se	  procedió	  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	  utilizó	  un	  kit	  de	  infusión	  cerebral	  (Brain	  infusion	  kit	  2;	  
Alzet,	  E.U.A.),	  con	  una	  cánula	  de	  penetración	  de	  3-‐5	  mm,	  la	  cual	  se	  pegó	  a	  la	  torre	  vertical	  del	  
estereotáxico	  y	  se	  introdujo	  	  en	  el	  eje	  dorso-‐ventral	  a	  -‐4.0	  mm	  respecto	  del	  bregma	  para	  que	  
la	   salida	   de	   la	   cánula	   llegase	   al	   ventrículo	   lateral	   derecho;	   el	   sostén	   de	   la	   cánula	   se	   fijó	   al	  
cráneo	  con	  cemento	  dental	  (MDC	  Dental,	  E.U.A.).	  A	  continuación	  se	  retrajo	  tejido	  subcutáneo	  
del	   área	   dorsal	   del	   animal	   y	   se	   colocó	   la	  mini	   bomba	   osmótica	   para	   después	   conectarla	   al	  
infusor	  implantado	  al	  cerebro	  por	  medio	  de	  un	  catéter	  plástico.	  Se	  suturó	  la	  piel	  del	  animal,	  se	  
aplicó	  el	  analgésico	  inyectable	  lidocaína/epinefrina	  (PiSA,	  México),	  se	  le	  retiró	  la	  anestesia	  y	  
se	  mantuvo	  en	  observación	  durante	  1	  hora	  después	  de	  la	  cual	  se	  regresó	  a	  su	  caja	  habitación.	  
A	  los	  14	  días	  se	  realizó	  el	  reemplazo	  de	  las	  bombas	  de	  manera	  que	  la	  bumetanida	  o	  solución	  
control	  se	  liberó	  durante	  28	  días.	  
	  
Habituación.	  Los	  días	  24	  a	  26	  después	  de	  realizado	  el	  implante	  de	  la	  minibomba,	  se	  habituó	  a	  
los	  animales	  al	  experimentador	  y	  al	  cuarto	  de	  condicionamiento.	  Para	  ello,	  el	  experimentador	  
manipuló	  al	  sujeto	  durante	  10	  min	  por	  día	  en	  la	  sala	  de	  experimentación.	  
	  
Prueba	  de	  campo	  abierto.	  Se	  utilizó	  una	  arena	  de	  acrílico	  negro	  de	  80x80x30	  cm,	  dividida	  con	  
líneas	  blancas	  en	  16	  cuadrantes	  iguales	  de	  20x20	  cm.	  Este	  procedimiento	  se	  realizó	  al	  día	  27	  
después	   de	   hecho	   el	   implante.	   El	   objetivo	   de	   realizar	   esta	   prueba	   fue	   comprobar	   que	   la	  
inmovilidad	   que	   presentan	   los	   animales	   en	   la	   inducción	   de	   la	   evocación	   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	   quirúrgico.	   Para	   la	  
realización	  de	  esta	  prueba,	  se	  colocó	  a	  un	  sujeto	  en	  el	  centro	  de	  la	  caja	  y	  se	  observó	  durante	  5	  
min.	  Se	  evaluó	  su	  conducta	  exploratoria	  con	  el	  conteo	  de	  cruces	  entre	  las	  divisiones	  virtuales	  
del	  piso	  de	  la	  caja.	  
	  
Condicionamiento	  aversivo	  al	  contexto.	  Se	  utilizó	  una	  cámara	  (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	  acrílico	  transparente	  y	  el	  piso	  está	  formado	  por	  una	  rejilla	  de	  23	  tubos	  de	  acero	  
inoxidable	  por	  medio	  de	  los	  que	  se	  puede	  pasar	  corriente	  eléctrica	  de	  duración	  e	  intensidad	  
regulables.	   La	   cámara	   cuenta	   además	   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	   envían	  
automáticamente	  a	  una	  computadora	  y	  se	  les	  grafica	  como	  “tiempo	  de	  inmovilidad”	  del	  sujeto.	  
Tanto	   la	  programación	  de	   los	  choques	  eléctricos,	  como	   la	  detección	  de	   la	   interrupción	  de	   la	  
red	  de	  rayos	  al	   interior	  de	   la	  cámara	  se	   llevan	  a	  cabo	  con	  el	  programa	  Freeze	  Monitor	  (San	  
Diego	  Instruments,	  E.U.A.)	  que	  está	  contenido	  en	  una	  computadora	  de	  escritorio	  conectada	  a	  
la	  cámara	  de	  condicionamiento.	  
	  
Al	   terminar	   la	  prueba	  de	   campo	  abierto,	   se	   realizó	  el	   condicionamiento	  de	   los	   sujetos	  en	   la	  
cámara	   de	   condicionamiento.	   Los	   sujetos	   se	   introdujeron	   a	   la	   caja	   y	   permanecieron	   ahí	  
durante	  2	  min	  para	  que	  exploraran	  libremente.	  Posteriormente	  se	  inició	  la	  administración	  de	  
5	  choques	  de	  1	  mA	  con	  duración	  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	  
observación	  de	  dos	  experimentadores	  independientes.	  
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Memoria	  aversiva	  a	  un	  contexto.	  24	  horas	  después	  de	  realizado	  el	  condicionamiento,	  se	  realizó	  
la	  evocación	  de	   la	  memoria	  aversiva	  al	   contexto	  en	   la	  misma	  cámara	  en	   la	  que	  se	  realizó	  el	  
condicionamiento.	  La	  respuesta	  condicionada	  que	  se	  espera	  al	  exponer	  al	  animal	  al	  estímulo	  
condicionado	   es	   el	   “freezing”	   o	   “inmovilidad”	   motora,	   la	   cual	   consiste	   en	   la	   ausencia	   de	  
movimientos,	  excepto	  de	  aquellos	  necesarios	  para	   la	  respiración	  (Brandão	  y	  cols.,	  2007).	  Se	  
sacrificó	   a	   los	   animales	   1	   h	   después	   de	   la	   prueba	   con	   una	   inyección	   letal	   de	   pentobarbital	  
sodico	  (PiSA,	  México)	  y	  se	  procedió	  a	  realizar	  una	  perfusión	  intracardiaca	  con	  solución	  salina	  
(300	  mL)	   y	   después	   con	   paraformaldehído	   4%	   en	   una	   solución	   amortiguadora	   de	   fosfatos	  
(PB)	  0.1	  M	  a	  pH	  7.4	  (300	  mL)	  como	  fijador.	  Posteriormente	  se	  extrajo	  el	  cerebro	  y	  se	  le	  dejó	  
en	  la	  solución	  de	  fijación,	  por	  al	  menos	  24	  horas.	  
	  
Procesamiento	  del	  cerebro	  de	  los	  animales.	  Se	  colocó	  a	  los	  cerebros	  fijados	  en	  una	  solución	  de	  
sacarosa	  15%	  en	  PB	  por	  24	  h	  y	  después	  en	  una	  solución	  de	  sacarosa	  30%	  	  en	  PB	  por	  48	  h.	  Se	  
procedió	   a	   congelar	   los	   cerebros	   a	   -‐20ºC	   y	   a	   cortarlos	   en	   un	   criostato	   	   (Leica	   Biosystems,	  
Alemania)	  obteniendo	  cortes	  coronales	  de	  30	  μm	  de	  grosor.	  
	  
Histologia	  de	  Nissl.	  La	  tinción	  con	  violeta	  de	  cresilo	  se	  usó	  para	  identificar	  posibles	  cambios	  en	  
la	  morfología	  normal	  de	  la	  formación	  hipocampal	  y	  para	  corroborar	  la	  entrada	  de	  la	  cánula	  en	  
un	  implante	  intracerebroventricular.	  Para	  cada	  sujeto	  se	  utilizó	  una	  serie	  de	  cortes	  de	  cerebro	  
con	  una	  distancia	  de	  210	  μm	  entre	  cada	  corte	  sobre	  el	  eje	  antero-‐posterior.	  
	  
Inmunohistoquímica.	   Se	   realizó	   el	   marcado	   inmunohistoquímico	   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	  solución	  amortiguadora	  de	  fosfatos	  (pH	  7.4,	  
0.1	   M)	   en	   agitación	   durante	   10	   min	   3	   veces;	   después	   se	   lavaron	   en	   una	   solución	  
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	   más	   por	   10	   min;	   a	  
continuación	   se	   lavaron	   en	   una	   solución	   amortiguadora	   salina	   de	   fosfatos	   (pH	   7.4,	   0.1	   M)	  
agregando	  Triton	  al	  3%	  y	  H2O2	  al	  0.6%	  durante	  30	  min;	  después	  se	   lavaron	  nuevamente	  en	  
una	  solución	  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	  más	  por	  10	  
min;	   seguido	   de	   esto	   se	   lavaron	   en	   solución	   salina	   (NaCl	   0.9%)	   durante	   5	   min	   2	   veces	  
consecutivas;	   a	   continuación	   se	   lavaron	   en	   una	   solución	   de	   HCl	   2N	   durante	   30	  min	   a	   una	  
temperatura	   de	   37ºC	   para	   desnaturalizar	   el	   ADN;	   después	   se	   lavaron	   en	   una	   solución	  
amortiguadora	  salina	  de	  fosfatos	  (pH	  7.4,	  0.1	  M)	  a	  una	  temperatura	  de	  4ºC	  durante	  5,	  10	  y	  15	  
min	  consecutivamente;	  enseguida	  se	  lavaron	  en	  una	  solución	  amortiguadora	  salina	  de	  fosfatos	  
(pH	  7.4,	  0.1	  M)	  agregando	  Tritón	  al	  2%	  y	  suero	  normal	  de	  caballo	  al	  10%	  para	  bloquear	  las	  
interacciones	  peptídicas	  durante	  1	  h	  a	   temperatura	  ambiente;	  después	  se	   incubaron	  en	  una	  
solución	  amortiguadora	  salina	  de	   fosfatos	  (pH	  7.4,	  0.1	  M)	  agregando	  el	  detergente	  Tritón	  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	  ºC;	  terminado	  este	  periodo	  se	  lavaron	  nuevamente	  en	  
una	   solución	   amortiguadora	   salina	   de	   fosfatos	   (pH	   7.4,	   0.1	   M)	   durante	   10	   min	   3	   veces	  
consecutivas;	  a	  continuación	  se	   incubaron	  en	  una	  solución	  amortiguadora	  salina	  de	   fosfatos	  
(pH	  7.4,	  0.1	  M)	  con	   los	  anticuerpos	  secundarios:	  Alexa	  Fluor	  488	  burro	  anti-‐ratón	  y	  Dylight	  
594	   burro	   anti-‐conejo	   (Thermo	   Fisher	   Scientific,	   E.U.A.)	   durante	   2	   horas;	   finalmente	   se	  
lavaron	  una	  solución	  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	  4ºC.	  
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Adquisición	   de	   imágenes	   del	   giro	   dentado.	   Los	   cortes	   tratados	   para	   inmunohistoquímica	   se	  
capturaron	   con	   un	   micrsocopio	   confocal	   Zeiss	   LSM	   5	   y	   se	   adquirieron	   imágenes	   de	   9-‐11	  
planos	  en	  el	  eje	  z	  con	  una	  distancia	  de	  1.8-‐2.0	  μm	  entre	  planos	  focales.	  Se	  tomó	  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	   utilizó	   la	   herramienta	   “Analyze	   particles”	   del	   programa	  
ImageJ	   para	   analizar	   la	   densidad	   de	   células	   de	   DCX+	   utilizando	   un	   apilado	   de	   imágenes	  
digitales	   de	   9-‐10	   imágenes	   por	   cada	   campo	   adquirido.	   La	   densidad	   se	   calculó	   en	   todos	   los	  
casos	  sobre	  un	  área	  de	  1024x1024	  µm	  y	  con	  los	  mismos	  parámetros	  de	  umbral	  de	  detección	  
de	  señal	  para	  todos	  los	  casos.	  Se	  filtraron	  las	  imágenes	  determinando	  el	  conteo	  de	  partículas	  a	  
un	  diámetro	  mínimo	  de	  2	  µm	  y	  una	  circularidad	  de	  0	  a	  0.8.	  La	  circularidad	  es	  un	  parámetro	  
que	  determina	  que	  tan	  circular	  es	  una	  marca	  en	  la	  imagen,	  entre	  el	  valor	  se	  aproxime	  más	  a	  1	  
las	  marcas	  tendrán	  una	  forma	  más	  cercana	  a	  un	  círculo	  perfecto;	  por	  tanto,	  limitar	  el	  rango	  de	  
circularidad	  de	  las	  marcas	  en	  una	  imagen	  es	  útil	  para	  eliminar	  el	  ruido	  de	  fondo.	  
	  
Rastreo	  de	  dendritas.	  Se	  utilizó	  la	  herramienta	  “Simple	  Neurite	  Tracer”	  del	  programa	  FIJI	  para	  
rastrear	   de	   manera	   semiautomática	   el	   curso	   de	   las	   dendritas	   de	   las	   células	   DCX+	   en	   las	  
imágenes	  de	  giro	  dentado;	  esta	  herramienta	   tiene	   la	  bondad	  de	  proporcionar	   la	   longitud	  de	  
las	  dendritas	  rastreadas.	  Se	  analizó	  la	  longitud	  de	  las	  dendritas	  y	  su	  cantidad	  promedio.	  
	  
Análisis	  del	  los	  ángulos	  de	  crecimiento.	  Se	  realizó	  empleando	  el	  progrema	  ImageJ,	  que	  permite	  
determinar	  de	  manera	  arbitraria	  el	  ángulo	  relativo	  de	  crecimiento	  de	  las	  dendritas	  primarias	  
tomando	  como	  base	  del	  ángulo	  al	  eje	  medio-‐lateral	  de	  la	  continuidad	  de	  la	  capa	  granular	  del	  
giro	  dentado;	  los	  ángulos	  de	  crecimiento	  se	  determinaron	  en	  relación	  a	  este	  eje.	  	  
	  
Análisis	   estadístico.	   Los	   resultados	   se	   analizaron	   con	   el	   programa	   Prism	   v4.2.	   Las	   pruebas	  
estadísticas	  utilizadas	  se	  especifican	  en	  los	  resultados	  de	  cada	  experimento.	  	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	   10.	   Protocolo	   experimental.	  Se	  muestra	   la	  secuencia	  de	   los	  procedimientos	  generales	  descritos	  en	   la	  
metodología.	  
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RESULTADOS	  
	  
Análisis	  histológico	  
Con	  el	  objeto	  de	  comprobar	  que	  la	  cánula	  de	  infusión	  hubiera	  estado	  correctamente	  
posicionada	  en	  el	  ventrículo	  lateral,	  se	  realizó	  una	  tinción	  de	  Nissl	  en	  secciones	  coronales	  de	  
cerebro	  (30	  μm)	  a	  lo	  largo	  del	  eje	  anteroposterior	  (Figura	  11).	  Sólo	  aquellos	  sujetos	  en	  los	  que	  
se	  identificó	  que	  la	  cánula	  entró	  al	  ventrículo	  sin	  provocar	  mayor	  daño	  estructural	  se	  
incluyeron	  en	  el	  análisis.	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	  11.	  Tinción	  de	  Nissl.	  Se	  muestra	  un	  corte	  coronal	  a	  nivel	  de	  los	  ventrículos	  laterales.	  Se	  señala	  con	  una	  
flecha	  negra	  el	   lugar	  de	  entrada	  de	   la	  cánula	  de	   infusión.	  Se	  denota	  un	  ensanchamiento	  del	  ventrículo	  derecho	  
por	  la	  infusión	  crónica	  de	  las	  soluciones	  administradas.	  
	  
	  
Análisis	  anatómico	  de	  las	  células	  DCX+	  
Con	   la	   intención	   de	   evaluar	   el	   impacto	   de	   la	   infusión	   de	   bumetanida	   sobre	   el	   proceso	   de	  
maduración	  de	  las	  células	  jóvenes	  del	  GD,	  se	  analizó	  tanto	  la	  densidad	  como	  las	  características	  
morfológicas	   de	   éstas	   células.	   El	   análisis	   morfológico	   comprendió	   diversos	   parámetros	   de	  
maduración	  celular,	  como	  la	  longitud	  de	  dendritas	  primarias,	   la	  longitud	  total	  de	  los	  árboles	  
dendríticos	  por	  zona	  del	  GD,	  la	  cantidad	  de	  dendritas	  primarias	  por	  zona	  del	  GD	  y	  el	  ángulo	  de	  
crecimiento	   de	   las	   dendritas	   primarias	   que	   refleja	   un	   desarrollo	   normal	   o	   un	   crecimiento	  
atípico.	   El	   análisis	   se	   realizó	   en	   el	   denominado	   “giro	   dental	   dorsal”	   que	   abarca	   la	   región	  
anteroposterior	  comprendida	  entre	   las	  coordenadas	   	   -‐3.14	   	  a	   	   -‐4.8	  (Paxinos,	  G.	  y	  Watson,	  C.,	  
2013),	   ya	  que	   el	   proceso	  de	  maduración	  de	   las	  nuevas	   células	   en	   el	  GD	  adulto	   es	  diferente	  
entre	  la	  región	  dorsal	  y	  la	  región	  ventral	  (Piatti,	  V.	  C,	  y	  cols.,	  2011).	  Así	  mismo,	  y	  debido	  a	  que	  
la	  maduración	  neurogénica	  también	  es	  diferente	  entre	  regiones	  del	  hipocampo	  dorsal	  (Piatti	  
V.	  C.	  y	  cols.,	  2006),	  se	  hizo	  una	  división	  regional	  en	   la	  valoración	  de	  modo	  que	  reportan	   los	  
resultados	   obtenidos	   del	   análisis	   de	   la	   cresta	   del	   GD,	   así	   como	   de	   las	   cuchillas	   superior	   e	  
inferior	  del	  GD	  dorsal	  (Figura	  12).	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	  12.	  Giro	  dentado	  hipocampal.	  Se	  muestra	   la	  división	  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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Fig. 1. Cresyl violet stained photomicrographs of the sagittal sections through the hippocampus of adult control rat composed of 
two regions: the dentate gyrus and subfi elds of the cornu ammonis region: CA1 and CA3 (A). The lines showed the subgranular zone 
(SGZ), a narrow layer between stratum granulosum and the hilus. (A) Detail of the CA layers (from inside-out): stratum radiatum (sr), 
str. lucidum (sl), str. pyramidale (sp), and str. oriens (so) and the DG layers: str. moleculare (sm) and str. granulosum (sg) (B). 
Scale bars: A = 500 μm; B = 200 μm.

Fig. 2. Photomicrographs of the sagittal sections through the hippocampus of adult rats showing the principal layers of the CA1 sub-
fi eld and the DG: str. pyramidale (sp) and str. granulosum (sg), resp. Fluoro-Jade C histochemical method for detection of degenerat-
ing and dying neurons (green fl uorescent somas) in control group (A, B) and in the brain of rats, investigated 30 and 100 days after 
fractionated irradiation (Irr-30, Irr-100) (C–F) with the total dose of 20 Gy of gamma rays. 
Scale bars: A–F = 50 μm.
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Densidad	  de	  DCX	  
En	   la	   figura	   13	   se	   muestran	   imágenes	   representativas	   de	   las	   imágenes	   de	  
inmunofluorescencia	  contra	  DCX	  en	  el	  giro	  dentado.	  El	  análisis	  de	  densidad	  de	  DCX	  muestra	  
que,	   mientras	   que	   la	   comparación	   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	  realizó	  un	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  el	  cual	  no	  presentó	  diferencias	  significativas	  respecto	  a	  
la	   interación	   (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	  arrojó	  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	  análisis	  estadístico	  por	  lo	  que	  pueden	  aumentar	  la	  probabilidad	  
de	   dar	   por	   correcto	   un	   resultado	   falso	   negativo.	   Por	   ello	   debido	   a	   esto,	   a	   continuación	   se	  
utilizó	   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	  sí	  en	  la	  cuchilla	  inferior	  (p	  =	  0.048).	  A	  pesar	  de	  
no	   encontrar	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   en	   la	   cuchilla	   superior,	   resulta	  
importante	  denotar	  que	  la	  densidad	  de	  DCX	  disminuyó	  en	  promedio	  un	  30.94	  %;	  en	  la	  cuchilla	  
inferior	  esta	  disminución	  fue	  del	  42.86	  %.	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  
Figura	   13.	   Imágenes	   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	  μm.	  
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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	  dendrítica	  
	   Dendritas	  primarias	  
En	   la	   figura	   15	   se	   muestran	   imágenes	   representativas	   de	   inmunofluorescencia	   de	   las	  
dendritas	  primarias	  y	  sus	  arborizaciones.	  El	  análisis	  referente	  a	   la	   longitud	  de	   las	  dendritas	  
primarias	   apicales	   reveló	   que	   ésta	   es	   diferente	   entre	   el	   grupo	   control	   y	   el	   experimental	  
solamente	  en	  la	  cuchilla	  inferior	  (Figura	  16).	  Inicialmente	  se	  realizó	  un	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  el	  
cual	  no	  presentó	  diferencias	  significativas	  ni	  respecto	  a	  la	  interacción	  (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	  arrojó	  diferencias	  significativas	  al	  comparar	  los	  tratamientos	  por	  cada	  zona	  
del	  giro	  dentado,	  por	  lo	  que	  a	  continuación	  se	  utilizó	  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	  así	  en	   la	  
cuchilla	  superior	  (p	  =	  0.305).	  	  
	  

Longitud	  total	  dendrítica	  	  	  
El	  análisis	  referente	  a	  la	  longitud	  en	  conjunto	  de	  las	  dendritas	  primarias	  y	  sus	  ramificaciones	  
por	   zona	   del	   GD	   reveló	   que	   estas	   son	   diferentes	   entre	   el	   grupo	   control	   y	   el	   experimental	  
solamente	  en	  la	  cuchilla	  inferior	  (Figura	  17).	  En	  primer	  lugar	  se	  realizó	  un	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  
el	   cual	   no	   presentó	   diferencias	   significativas	   respecto	   a	   la	   interación	   (p	   =	   0.889),	   tampoco	  
entre	   las	   zonas	   del	   giro	   dentado	   (p	   =	   0.809);	   ni	   respecto	   al	   tratamiento	   (p	   =	   0.125).	   A	  
continuación	  se	  utilizó	  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	  sí	  en	  la	  cuchilla	  superior	  (p	  =	  0.017).	  
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Figura.	  15.	  Dendritas	  de	  las	  neuronas	  en	  desarrollo.	  Se	  muestra	  parte	  del	  árbol	  dendrítico	  de	  las	  neuronas	  en	  
desarrollo	   en	   un	   fragmento	   de	   la	   cresta	   del	   giro	   dentado,	   señalando	   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.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
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	   árbol	   dendrítico	   de	   neuronas	   inmaduras.	   Se	   muestran	   las	   diferencias	   entre	   los	  
tratamientos	  en	  cada	  zona	  del	  giro	  dentado.	  n	  =	  6;	  t	  de	  Student;	  *p	  =	  0.017.	  
	  
	  
Número	  de	  dendritas	  
El	   análisis	   del	   número	   promedio	   de	   dendritas	   primarias	   apicales	   reveló	   que	   éste	   no	   es	  
diferente	  entre	  el	  grupo	  control	  y	  el	  experimental	  (figura18).	  Se	  realizó	  un	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  
el	  cual	  no	  presentó	  diferencias	  significativas	  respecto	  a	  la	  interacción	  (p	  =	  0.678),	  ni	  entre	  las	  
zonas	  del	  giro	  dentado	  (p	  =	  0.122),	  ni	  respecto	  al	  tratamiento	  (p	  =	  0.107).	  Después	  se	  utilizó	  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	  estadísticamente	  significativas,	  resulta	  importante	  denotar	  que	  la	  	  
cantidad	  de	  dendritas	  en	  la	  cuchilla	  superior	  disminuyó	  en	  promedio	  un	  33.63%.	  
	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura.	  18.	  Número	  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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Ángulos	  de	  crecimiento	  de	  las	  dendritas	  primarias	  
El	  análisis	  de	  los	  ángulos	  de	  crecimiento	  u	  orientación	  de	  las	  dendritas	  primarias	  apicales	  de	  
las	  neuronas	  en	  desarrollo	  DCX+	  reveló	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  tratamientos	  solo	  
en	   la	   cuchilla	   inferior	   (figura	   19).	   En	   principio	   se	   realizó	   un	  ANOVA	  de	   dos	   vías	   el	   cual	   no	  
presentó	   diferencias	   significativas	   respecto	   a	   la	   interacción	   (p	   =	   0.	   0.1527);	   ni	   respecto	   al	  
tratamiento	  (p	  =	  0.1107);	  pero	  si	  entre	  las	  zonas	  del	  giro	  dentado	  (p	  =	  0.0006).	  A	  continuación	  
se	  utilizó	  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	  sí	  en	  la	  cuchilla	  inferior	  (p	  =	  0.	  034);	  esta	  diferencia	  fue	  
de	  º12	  sexagesimales.	  	  	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Fig.	   19.	   Promedio	   de	   los	   ángulos	   de	   crecimiento	   de	   dendritas	   primarias.	   Se	  muestra	  el	  promedio	  de	   los	  
ángulos	  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.	  	  	  
	  
	  
Análisis	  conductual	  
El	  análisis	   conductual	   consistió	  en	   la	   evaluación	  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	  típica	  de	  
esta	   prueba	   (figura	   20A).	   El	   aprendizaje	   se	   manifiesta	   como	   el	   incremento	   gradual	   de	   la	  
conducta	  de	   inmovilidad	  a	   lo	   largo	  de	   la	  sesión	  (720	  s)	  y	  refleja	  una	  forma	  de	  aversión.	  Los	  
resultados	  muestran	   que	   la	   infusión	   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	  más	  pruebas	  estadísticas	  en	  busca	  de	  diferencias	  
entre	   los	   tratamientos,	   esto	   se	   justifica	   además	   por	   la	   forma	   típica	   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	   analizó	   la	   memoria	   aversiva	  
contextual,	  la	  cual	  consistió	  en	  introducir	  a	  cada	  sujeto	  en	  la	  cámara	  de	  condicionamiento	  sin	  
que	  se	  presentara	  el	  choque.	  Durante	  toda	  la	  sesión	  (300	  s)	  	  se	  registraron	  los	  movimientos	  de	  
cada	   sujeto.	   Ambos	   grupos	   mostraron	   recordar	   el	   contexto	   aversivo,	   lo	   cual	   se	   reflejó	   en	  
inmovilidad	  (figura	  20B).	  Se	  utilizó	  una	  prueba	  t	  de	  Student	  para	  comparar	  a	  los	  tratamientos:	  	  
p	  =	  0.318.	  
	  
	  

	  
Figura	  20	  Análisis	  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	  vías,	  factor	  
“Tratamiento”	  p	  =	  0.114;	  factor	  “Administración	  de	  choque”	  p	  <	  0.0001;	  factor	  “interacción”	  p	  =	  0.7553.	  B.	  Fase	  
de	   recuperación	  de	   la	  memoria.	   Se	  muestra	  el	  porcentaje	  de	   tiempo	  de	   inmovilidad	  de	   los	  grupos.	  n	  =	  7;	   t	  de	  
Student,	  P	  =	  0.318.	  
	  
	  
	  
	   DISCUSIÓN	  
	  
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	  así	  su	  papel	  funcional	  se	  han	  enfocado	  a	  la	  eliminación	  del	  proceso	  además	  de	  que	  
en	   algunos	   casos	   carecen	   de	   selectividad	   en	   términos	   de	   las	   células	   eliminadas	   (para	   una	  
revisión,	   ver	   Nieto-‐Escamez	   y	   Moreno-‐Montoya,	   2011).	   El	   interés	   de	   esta	   tesis	   fue	   el	   de	  
analizar	  el	   impacto	  conductual	  de	  interferir	  con	  la	  maduración	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  en	  el	  
marco	   del	   empleo	   de	   fármacos	   que	   inciden	   en	   dicho	   proceso.	   	   Para	   ello,	   se	   administró	  
bumetanida	   de	   manera	   crónica	   y	   vía	   intracerebroventricular.	   La	   bumetanida	   es	   un	  
bloqueador	   de	   alta	   selectividad	   por	   el	   cotransportador	   iónico	   NKCC1,	   el	   cual	  mantiene	   los	  
gradientes	   electroquímicos	   normales	   de	   las	   neuronas	   en	   desarrollo	   (Wang	   y	   Kriegstein,	  
2011).	  	  
	  
Para	   determinar	   la	   dosis	   de	   bumetanida	   a	   utilizar	   en	   este	   trabajo	   se	   tomó	   en	   cuenta	   un	  
estudio	  previo	  en	  el	  que	  se	  reportó	  el	  uso	  de	  la	  bumetanida	  en	  conjunto	  con	  fenobarbital	  para	  
eliminar	  las	  crisis	  epilépticas	  inducidas	  por	  hipoxia	  en	  ratas	  en	  la	  etapa	  perinatal,	  utilizándose	  
dos	   dosis	   de	   bumetanida,	   0.15	   mg/Kg	   y	   0.3	   mg/Kg,	   administradas	   por	   vía	   intraperitoneal	  	  
(Cleary	   y	   cols.,	   2013).	   Para	   el	   trabajo	   aquí	   presente	   en	   primer	   lugar	   se	   realizó	   la	  
administración	  subcutánea	  e	   intrecerebroventricular	  crónica	  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	   árboles	   dendríticos.	   Se	   empleó	   entonces	   una	   dosis	   mayor	   (0.4	   mg/Kg)	   considerando	  
algunas	  limitaciones	  técnicas	  que	  aparecieron	  durante	  la	  dilución	  de	  la	  droga.	  En	  concreto,	  la	  
bumetanida	  se	  disolvió	  en	  propilenglicol	  ya	  que	  es	  muy	  poco	  soluble	  en	  vehículos	  a	  base	  de	  
agua	   como	   líquido	   cefalorraquídeo	   artificial	   y	   solución	   salina	   fisiológica	   y;	   la	   concentración	  
finalmente	  empleada	  respondió	  a	  la	  imposibilidad	  de	  disolverla	  a	  concentraciones	  más	  altas.	  
	  
Está	   documentado	   (Ge	   y	   cols.,	   2006)	   que	   el	   bloqueo	   de	   la	   actividad	   del	   cotransportador	  
NKCC1	  impide	  la	  estimulación	  GABAérgica	  de	  tipo	  tónico,	  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	   amplificación	   transitoria	   (inmunoreactivas	   a	   DCX)	   y	   que	   la	  
estimulación	   GABAérgica	   mediada	   por	   la	   actividad	   fisiológica	   del	   NKCC1	   es	   uno	   de	   los	  
primeros	  estímulos	   tróficos	  para	   las	  neuronas	   en	  desarrollo.	   Los	   resultados	  de	   este	   trabajo	  
muestran	  que	  la	  bumetanida,	  la	  cual	  bloquea	  la	  activación	  del	  cotransportador	  NKCC1,	  induce	  
una	  disminución	  significativa	  en	   la	  densidad	  de	  DCX	  en	   la	  cuchilla	   inferior	  del	  GD	  y	  notable	  
aunque	   no	   estadísticamente	   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	  estímulo	   trófico,	  o	  bien	  podría	   reflejar	   	  un	   impedimento	  en	   la	   síntesis	  de	   la	  proteína	  en	  
ausencia	  del	  estímulo.	  	  
	  
La	   disminución	   de	   la	   longitud	   dendrítica	   primaria	   sugiere	   un	   desarrollo	   inadecuado	   o	   en	  
arresto	   del	   desarrollo	   dendrítico,	   aunque	   la	   longitud	   de	   las	   dendritas	   primaria	   solo	   se	   vio	  
afectada	  en	  las	  neuronas	  de	  la	  cresta	  inferior,	  mientras	  que	  la	  longitud	  dendrítica	  total	  sólo	  se	  
vio	  afectada	  en	  la	  cresta	  superior	  lo	  que	  indica	  i)	  una	  sensibilidad	  farmacológica	  diversa	  en	  las	  
zonas	   del	   giro	   dentado	   o,	   ii)	   un	   desarrollo	   diferencial	   específico	   de	   cada	   zona.	   Aunque	   la	  
cantidad	  de	  dendritas	  por	   zona	  del	  GD	  no	  mostró	  diferencias	   significativas,	   se	   observó	  una	  
marcada	  tendencia	  en	  la	  cuchilla	  superior,	  teniendo	  una	  disminución	  del	  33%.	  Esto	  sugiere	  un	  
pobre	   desarrollo	   de	   las	   nuevas	   neuronas	   en	   esta	   zona	   del	   GD.	   Sin	   embargo,	   los	   ángulos	   de	  
crecimiento	   dendrítico	   mostraron	   ser	   diferentes	   solamente	   en	   la	   capa	   inferior	   del	   giro	  
dentado.	   La	   aparición	   de	   indicadores	   anatómicos	   de	   un	   desarrollo	   anormal	   neuronal	   en	  
diferentes	  zonas	  del	  GD	  reitera	   la	  posibilidad	  de	  una	  sensibilidad	  diferente	  al	   fármaco	  entre	  
las	  mismas.	  
	  
En	   cuanto	   al	   análisis	   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	   recuperación	   de	   los	   estímulos	   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	   recuperación	   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	   codificación	   y	   recuperación	   de	   la	   información	  
(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	  información	  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	   implicó	   la	   tarea	   de	   aprendizaje	  
pudo	  haber	  sido	  baja	  y	  en	  consecuencia	  no	  se	  observaron	  diferencias	  entre	  los	  tratamientos	  
en	  cuanto	  a	  la	  recuperación	  de	  la	  memoria.	  Desde	  esta	  perspectiva,	  la	  posible	  participación	  de	  
las	   nuevas	   neuronas	   no	   fue	   evidente	   entre	   los	   tratamientos	   porque	   la	   tarea	   empleada	   no	  
exigió	  la	  necesidad	  de	  reclutar	  a	  las	  nuevas	  neuronas	  a	  un	  nivel	  diferencial.	  	  
	  
Otros	   estudios	   proponen	   que	   las	   neuronas	   que	   sustentan	   la	   codificación	   en	   la	   etapa	   de	  
aprendizaje	   son	   en	   su	   mayoría	   las	   mismas	   que	   se	   reclutan	   durante	   la	   recuperación	   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	  importaría	  si	  el	  desarrollo	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  se	  
vió	  afectado	  por	  el	  tratamiento	  con	  bumetanida	  pues	  el	  giro	  dentado	  mantendría	  a	  los	  mismos	  
elementos	  neuronales	  reclutados	  tanto	  en	  la	  fase	  de	  adquisición	  como	  en	  la	  de	  recuperación.	  
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	   vía	   emergente	   de	   las	   neuronas	   granulares	   del	   GD-‐	  
depende	  de	  la	  estimulación	  de	  las	  neuronas	  nacidas	  en	  la	  etapa	  adulta	  (Kempermann	  y	  cols.,	  
2015).	  	  
	  
Varios	   estudios	   concluyen	   que	   la	   participación	   de	   la	   neurogénesis	   en	   el	   aprendizaje	   y	   la	  
memoria	  de	  aversión	  al	  contexto	  es	  limitada	  e	  incluso	  sucede	  en	  un	  gradiente	  de	  calidad,	  esto	  
es,	   que	   si	   la	   prueba	   es	   más	   demandante,	   la	   neurogénesis	   tendrá	   una	   participación	   más	  
pronunciada	  (Johnston	  y	  cols.,	  2015).	  En	  este	  sentido	  el	  protocolo	  aquí	  utilizado	  pudo	  no	  ser	  
lo	   suficientemente	   sensible	   debido	   a	   la	   probable	   alta	   intensidad	   y	   frecuencia	   del	   estímulo	  
aversivo.	  	  
	  
Resulta	  importante	  resaltar	  que	  los	  efectos	  más	  pronunciados	  sobre	  la	  neurogénesis	  en	  el	  giro	  
dentado	  se	  observaron	  en	  la	  cuchilla	  inferior.	  Existen	  diferencias	  anatómicas,	  funcionales	  y	  de	  
maduración	   entre	   ambas	   cuchillas	   del	   giro	   dentado	   (Piatti	   y	   cols.,	   2011)	   y	   la	   evidencia	  
experimental	  sugiere	  que	  es	  la	  cuchilla	  superior	  la	  que	  tiene	  una	  participación	  prioritaria	  en	  
cuando	  a	  tareas	  de	  aprendizaje	  y	  memoria	  espacial,	  mientras	  que	  la	  cuchilla	  inferior	  se	  ve	  más	  
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	   administración	   de	  
bumetanida	  son	  más	  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	  observó	  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	  partícipes	  directos	  de	  la	  codificación	  del	  contexto	  
aversivo	  y/o	  participar	  en	  la	  modulación	  del	  aprendizaje	  del	  mismo	  (Johnston	  y	  cols.,	  2015).	  
	  
Dentro	  de	  las	  perspectivas	  de	  este	  estudio	  está	  el	  comprobar	  la	  participación	  de	  las	  neuronas	  
en	  desarrollo	  a	   través	  de	  una	  prueba	  de	   condicionamiento	  más	  demandante.	  Esto	   se	  puede	  
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lograr	  disminuyendo	  el	  número	  de	  choques	  o	  la	  intensidad	  de	  los	  mismos.	  También	  se	  plantea	  
comparar	  la	  capacidad	  de	  separación	  de	  patrones,	  otra	  tarea	  dependiente	  del	  GD	  en	  la	  que	  se	  
somete	  a	  los	  sujetos	  experimentales	  a	  distinguir	  entre	  una	  cámara	  de	  condicionamiento	  y	  un	  
contexto	   similar	   neutro.	   También	   es	   de	   interés	   básico	   conocer	   si	   otro	   tipo	   de	   procesos,	   en	  
particular	  de	  memoria	  espacial,	  se	  ven	  afectados	  por	  la	  administración	  de	  bumetanida.	  
	  
Para	  comprobar	  el	  efecto	  de	  interferir	  en	  la	  maduración	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  modificando	  
el	   protocolo	   aquí	   utilizado,	   se	   podría	   ampliar	   el	   intervalo	   de	   tiempo	   entre	   la	   etapa	   de	  
aprendizaje	   y	   memoria,	   dejando	   que	   los	   individuos	   se	   sometan	   a	   la	   fase	   de	   adquisición	   al	  
inicio	  o	  mitad	  del	  tratamiento	  y	  observando	  si	  son	  capaces	  de	  recuperar	  la	  memoria	  al	  final	  de	  
la	  administración	  crónica.	  Se	  evaluaría	  de	  esta	  manera	  si	  las	  nuevas	  neuronas	  reclutadas	  en	  la	  
fase	   de	   adquisición	   pueden	   ser	   influenciadas	   por	   el	   tratamiento	   y	   entonces	   comprobar	   si	  
mantienen	  su	  capacidad	  funcional	  y	  si	  son	  necesarias	  para	  la	  recuperación	  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	   clínica	   dado	   que	   se	   usa	  
actualmente	  como	  diurético	  y	  se	  propone	  su	  uso	  en	  conjunto	  con	  antiepilépticos	  en	  pacientes	  
pediátricos	  y	   también	  en	  procesos	  de	   inflamación	  cerebral	  (O’Donnell,	  2004;	  Walcott	  y	  cols.	  
2012;	  Cleary	  y	  cols.,	  2013;	  Löscher	  y	  cols.,	  2013).	  
	  
Este	   estudio	   es	   para	   nuestro	   conocimiento	   el	   primero	   en	   analizar	   el	   efecto	   que	   tiene	   la	  
administración	   crónica	   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	  más	  que	  
determinante	   como	   sucede	   en	   los	   experimentos	   que	   utilizan	   estrategias	   de	   radiación,	   la	  
administración	  de	  agentes	  antimitóticos	  y	  los	  modelos	  transgénicos.	  
	  
	  
	  
	   CONCLUSIÓN	  
	  
Los	  resultados	  de	  este	  estudio	  muestran	  que	   la	  administración	  de	  bumetanida	   icv	   interfiere	  
de	  manera	  negativa	  con	  la	  maduración	  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	   administración	   de	   bumetanida	   disminuye	   la	  
longitud	  de	   las	  dendritas	  primarias;	   en	   las	   cuchillas	   inferiores,	  disminuye	   la	   longitud	  de	   las	  
dendritas	   primarias	   y	   desvía	   el	   ángulo	   de	   crecimiento	   normal	   de	   las	   mismas,;	   y	   en	   las	  
cuchillas	  superiores,	  se	  ve	  disminuida	  la	  densidad	  de	  las	  marca	  de	  DCX,	  así	  como	  la	  longitud	  
dendrítica	  total	  y	  el	  número	  de	  dendritas	  primarias.	  Sin	  embargo,	  estos	  cambios	  estructurales	  
no	   tienen	   un	   efecto	   sobre	   la	   formación	   del	   aprendizaje	   y	   el	   proceso	   de	   memoria	   aversiva	  
contextual.	  	  
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