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1 Resumen

El giro dentado (GD) del hipocampo de los mamiferos continda generando nuevas
neuronas durante toda la vida; dicha neurogénesis hipocampal adulta (NHA) se ha
relacionado con la memoria y el aprendizaje. Mas recientemente también se ha investigado
su relacién con la flexibilidad cognitiva, que es la capacidad que poseen los organismos a
cambiar eficientemente entre diferentes trazas neuronales (engramas) para responder a los
cambios ambientales. En este proyecto se investigd como es que la NHA regula la

flexibilidad cognitiva espacial a través de la consolidacion de engramas.

El hipocampo es la region cerebral en donde se codifican en primera instancia las
memorias espaciales, posteriormente éstas se consolidan en la corteza prefrontal; la NHA
modifica este proceso facilitando su degradacion en el hipocampo. Esta degradacién podria
deberse a que la NHA modifica las conexiones previamente establecidas entre el giro dentado
(GD) y CAS3; y permite generar un nuevo sustrato neuronal que puede facilitar la codificacion
de nuevas memorias sin interferencia de memorias previas. Sin embargo, ain queda la
pregunta de cdmo la NHA modifica los engramas hipocampales y corticales que facilitan la
expresion conductual de la flexibilidad cognitiva espacial. En este proyecto buscamos
esclarecer esta pregunta utilizando el laberinto acuatico de Morris en su versidn espacial.
Tras un entrenamiento inicial los ratones fueron separados en dos grupos: un grupo con
enriquecimiento ambiental durante un mes (EE) y un grupo no enriquecido durante el mismo
periodo (no-EE). Posteriormente se realiz6 una prueba de retencion de memoria en la que los
ratones EE expresaron menor retencion de memoria. Al siguiente dia, los ratones fueron
entrenados en un protocolo de aprendizaje reversa, en donde se movié la plataforma en la

zona opuesta sin mover ninguna pista espacial. Posteriormente se realiz6 una prueba de

1



flexibilidad cognitiva espacial en la que el grupo EE pas6 mayor tiempo en la nueva
ubicacion, mientras que el grupo no-EE insistié en la ubicacién original de la plataforma.
Estos resultados correlacionaron positivamente con el aumento de NHA medido con células
positivas a DCX+, marcador que permite observar la cantidad de nuevas neuronas generadas
un mes después del EE; sugiriendo que el grupo EE podria expresar la nueva memoria debido
a la falta de interferencia de la memoria previa. Asimismo, al evaluar la activacion neuronal
mediante el gen de expresion temprana c-Fos el grupo EE tuvo mayor activacion en el GD,
CA3y la corteza orbitofrontal. En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento de la
NHA por enriquecimiento ambiental modifico los engramas espaciales dentro del hipocampo
y en la corteza prefrontal en dos pasos, el primero: modificando la consolidacidn de engramas
previos, y el segundo: dejando un sustrato libre para incorporar nuevas engramas espaciales

sin interferir con los previamente establecidos.



2 Abstract

The dentate gyrus (DG) of the hippocampus continuously generates newborn neurons
through the lifespan; furthermore, such a characteristic has been involved in memory and
learning processes. Recently, scientists have linked the adult hippocampal neurogenesis
(AHN) to cognitive flexibility, a behavioral trait that allows a rapid shifting between memory
traces (engrams) when the environment changes. Moreover, there is growing evidence that
adult hippocampal neurogenesis (AHN) may play a role in cognitive flexibility. With this
idea in mind, we asked whether the AHN facilitates cognitive flexibility throughout memory

consolidation.

The hippocampus firstly encodes the spatial memory and afterward this memory
migrates to the prefrontal cortex (PFC), where it consolidates. However, the AHN modifies
memory engram consolidation by means of hippocampal engram degradation. Newborn
axonal connections disrupt previously established connections with CA3, and thus create a
free neuronal substrate for encoding new memory traces without interfering with the
previously established memory traces, an example of cognitive flexibility. Nevertheless, it is
still not clear how the AHN leads an efficient cognitive flexibility behavior by recruiting
hippocampal and PFC engrams. After an initial training, mice were grouped and one group
were placed in an enrichment environment (EE), while the other group was not exposed to
the enrichment environment (non-EE). After a month of environmental enrichment, both
groups were evaluated in a retrieval test. We observed that the EE mice moderately evoked
the platform location memory, and so expressing forgetting. One day after, mice were trained
in a reversal-learning protocol, in which the platform was placed in a different location

without moving any spatial clues. On the next day, all mice were trained to find the platform
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in the opposite zone, next they were tested in cognitive flexibility test. We observed that EE
mice spent more time in the new platform location than in the previous one, on the contrary,
no-EE mice insisted in the previous location. These observations suggested that EE mice
were able to express a new memory engram without interference of the previously established
memory engram, and thus correlated with the increasing of DCX+ cells. In addition, EE mice

showed more neuronal activity in the orbitofrontal cortex, the dentate gyrus (DG), and CA3.

In conclusion, together these findings suggest that the increase of AHN due to
environmental enrichment promotes cognitive flexibility in two phases: at first, the AHN
modifying memory engram consolidation and then creating a new neuronal substrate for new

memory engram encoding.



2 Introduccion

2.1 El hipocampo como nicho neurogénico

2.1.1 Estructuray conectividad del hipocampo

El hipocampo es una estructura neuronal involucrada en la adquisicion,
almacenamiento y procesamiento de memorias episodicas (Tulving y Markowitsch, 1998).
Se trata de una estructura con una organizacion y dinamica fisiolégica Unicas, con redes
neuronales complejas entre sus distintas capas y una fuerte plasticidad estructural,
electrofisiologica y molecular, que lo han posicionado como una de las regiones cerebrales
mas estudiadas en el campo de las neurociencias. Por esta razon, es critico revisar la
conectividad y citoarquitectura del hipocampo para entender su rol en la consolidacion y

modificacion de engramas espaciales.

Cito arquitectura. El hipocampo es una estructura neuronal localizada en el I6bulo
temporal medial de todos los mamiferos. La formacion hipocampal, es un conjunto de
estructuras conformadas por, los cuernos de Amén (1,2 'y 3), el giro dentado (GD), el subiculo
(SUB) Yy la corteza entorrinal (CE) (Amaral y Witter, 1989). Los tipos de neuronas principales
dentro del hipocampo son las neuronas piramidales presentes en los cuernos de Amén y en
el subiculo, asi como las granulares del GD (figura 1). Las neuronas piramidales se
caracterizan por un soma de forma triangular con varias dendritas basales muy ramificadas
y una gran dendrita apical de la que parten también varias ramificaciones (Bannister y
Larkman, 1995). Asimismo, las neuronas piramidales se caracterizan por tener un gran
namero de espinas dendriticas que pueden llegar hasta 30,000 (Irie y Yamaguchi, 2009)
(figura 1). Estas células reciben proyecciones en el soma, las dendritas y el axdn. Por lo

general, el somay el axdn reciben mayormente sefiales inhibitorias GABAergicas, mientras
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las dendritas reciben mayoritariamente sefiales excitatorias glutamatérgicas (Somogyi et al.,

1985).

Las neuronas granulares presentan un soma de forma redonda del que se extienden
una o dos dendritas y de ellas se ramifican varios ordenes de dendritas. En ratones, estas
neuronas no presentan dendritas basales, pero si un gran axén que puede ramificarse
abundantemente (Blaabjerg y Zimmer, 2007). Las neuronas granulares del GD presentan
grandes botones pre-sinépticos Ilamados terminales musgosas grandes (LTMSs) que generan
contactos sinapticos con las dendritas piramidales de CA3 llamados excrecencias espinosas.
Las LTM también exhiben protuberancias citoplasmaticas de tipo filopodios, las cuales en
su extremo contienen terminales pre sinapticas (Frotscher et al., 2000). Estas terminales
presinépticas forman conexiones con neuronas inhibitorias cercanas a la capa CA3 (Frotscher

et al., 2000).



Dendritas Botén gigante
apicales presinaptico
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Figura 1 Esquematizacion de los dos tipos principales de neuronas en el hipocampo

A) Esguema de una neurona piramidal presente en el cuerno de Amén, se representan las
partes principales de estas neuronas, siendo que estas poseen un soma cénico. B)
Esquema de neurona granular presente en el GD, se sefialan las partes principales de la
neurona, haciendo énfasis en su soma redondeado y sus botones sinapticos gigantes.

Organizacion. Los cuernos de Amon son las capas hipocampales principales del hipocampo,
y estan definidas no sélo por los principales tipos neuronales que las componen, sino por los
estratos que las rodean (Amaral y Witter, 1989). Las principales tres capas de hipocampo,
CA3, CA2 y CA1 se encuentran rodeadas por el stratum oriens donde se acomodan las

dendritas basales de las neuronas piramidales. Asimismo, CAl1 y CA2 son muy parecidos



entre si, siendo que los dos presentan stratum raditum y no stratum lucidum como en CA3
en la zona de dendritas apicales (Figura 2) (Fogwe et al., 2021). Adicionalmente, aunque el
GD es una region anatdmicamente diferente a las otras tres capas y estd separada por una
lamina de piamadre, la conectividad y funcion de este permiten que sea mencionado como
una capa mas del hipocampo (Amaral et al., 2007). El giro dentado esta conformado por tres
capas: la capa molecular, granular y subgranular. La capa mas exterior del GD es la
molecular, y estd conformada principalmente por las dendritas de las células granulares,
axones provenientes de la via perforante de la CE, neuronas inhibitorias y astrocitos (Wang
et al., 2014, Witter y Amaral, 1991, Martinez-Canabal et al., 2013). Por otro lado, la capa
granular contiene una gran densidad cuerpos granulares, siendo que llega a medir~60 um de
ancho en el cerebro de raton (Amaral et al., 2007). En la capa interna del GD se encuentra
una de las dos zonas en donde continuamente se generan nuevas neuronas durante toda la
vida adulta (Altman y Das, 1965). Esta region que presenta un conjunto de células troncales
neurales, progenitores neurales y gliales, asi como neuronas inmaduras, se denomina zona

subgranular.

Stratum oriens

Stratum radiatum
CA2

Stra lacunosum
aps molecular
)

{ Capa granular
Hilus
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Figura 2 Estructura hipocampal

Se muestra la localizacion de cada una de las capas del hipocampo, asi como las
delimitaciones entre ellas. El giro dentado (GD) cuenta con una capa granular donde
estan los somas neuronales y otra molecular llena de dendritas; ademas se muestra en
color morado fuerte el nicho neurogénico de donde proviene la neurogénesis hipocampal
adulta. EI GD se encuentra delimitado por pia madre (dibujada en azul marino) y el hilus,
que es donde se conectan las fibras musgosas con las piramidales del cuerno de Amon 3
(CA3). CA3 esté delimitado por el stratum lucidum que contiene los axones de esta
misma capa. A un lado de CA3 se encuentra el cuerno de Amon 2 (CA2) que es una capa
gue no contiene stratum lucidum pero cuenta con stratum radiatum, el cual comparte con
el cuerno de Amon 1 (CA1L). Asimismo, los arboles dendriticos de CAL se encuentran en

el stratum lacunosum. Por ultimo, los tres cuernos de Amon se encuentran rodeados por

el stratum oriens y pia madre.

Conectividad intra hipocampal. EI hipocampo, al contrario de lo que usualmente ocurre en
estructuras corticales, presenta conexiones con un solo sentido entre capas conocido como el
circuito trisinaptico (Figura 3)(Amaral y Witter, 1989, Witter, 2010). La primera estructura
de este circuito es la corteza entorrinal (CE); la cual tiene proyecciones desde la capa Il hacia
las neuronas granulares del giro dentado y las neuronas piramidales de CA3, asimismo, CA1
recibe aferencias inhibitorias monosinapticas de la capa V de la CE (figura 2)(Witter y
Amaral, 1991). Estas proyecciones conforma la via de entrada de informacion mas
importante del hipocampo, llamada via perforante, la cual debe su nombre a que la piamadre
que rodea el hipocampo para llegar a su destino (Knowles, 1992). Por otro lado, el GD no
proyecta de regreso a la corteza entorrinal, pero si se conecta con las neuronas piramidales

de CA3 en el tracto conocido como fibras musgosas, siendo aferencias excitatorias que



generan conexiones tanto con las neuronas piramidales de CA3 como con interneuronas del
stratum lucidum y el stratum radiatum (Markakis y Gage, 1999). De igual manera, la capa
granular del GD proyecta hacia la capa molecular del mismo. Dentro del hilus se hallan
neuronas colaterales de CA3, que se restringen mayoritariamente a esta zona, sin embargo,
se ha observado que existen algunas que se conectan a la zona molecular del GD (Scharfman,

2007).

Las neuronas piramidales de CA3 generan aferencias hacia CA1, la corteza entorrinal,
y hacia si mismas, mediante sus axones Ilamados colaterales de Schaffer (CS)(Knowles y
Schwartzkroin, 1981). Ademas, existen varias conexiones aferentes y eferentes entre CA3 y
el ndcleo septal (Amaral y Witter, 1989). Es importante sefialar que la CS tienen conectividad
excitatoria con regiones proximales de las dendritas apicales de las piramidales de CAl enel
stratum radiatum, mientras que las aferencias provenientes de CE generan conectividad
excitatoria con regiones més distales de CA1 en el stratum lacunosum (Bernard y Wheal,
1994). Siguiendo con la descripcién del circuito trisinaptico, CA1 no tienen conexiones de
regreso a CA3, sino que sus proyecciones son hacia el subiculo, la corteza entorrinal, la
amigdala basolateral (BLA),, la corteza prefrontal medial (CPFm) y el bulbo olfatorio (OB)

(Bernard y Wheal, 1994).

CAL es una region que al igual que CA3 recibe proyecciones directas e indirectas
provenientes de la CE (Bernard y Wheal, 1994). Las primera de ellas es desde la capa Il de
la CE hacia las dendritas distales de las piramidales de CA1; la segunda proveniente de las
CS del circuito CE-GD-CA3 (Witter, 2010). Asimismo, CA2 a través de su conexion directa
con la CE, promueve una fuerte respuesta excitatoria en CA3, que es mayor que la que se

origina por el circuito CE-GD-C3-CALl (Robert et al., 2018). Es importante mencionar que
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las conexiones con el subiculo y la CE proporcionar de manera indirecta informacién
sensorial, temporal y asociativa desde numerosos mddulos corticales; asi como reciben
informacidn de diferentes estructuras talamicas (Witter y Amaral, 1991). Por esta razén el

hipocampo es un centro de integracion de informacion tanto sensorial como ejecutiva.

‘_
Subiculo <—|_

Via perforante

CE 2

Figura 3 Conectividad hipocampal

Se muestra en el esquema la interaccion entre cada una de las capas dentro del hipocampo. Se
ilustra en rosa la Unica via de entrada de informacion proveniente de la corteza entorrinal
(CE), que se comunica directamente con el giro dentado (GD), asi como las fibras colaterales
de Shaffer del cuerno de Amon 3 (CA3). El cuerno de Amon 2 (CA2) se ilustra como una
pequefia poblacién de neuronas entre CA3 y el cuerno de Amon 1 (CA1L) que conecta con
ambas. CA1 es el ultimo relevo del circuito trisinpatico y proyecta hacia el subiculo y de

regreso a la CE.
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Conectividad cortico-hipocampal

CALly el subiculo son los ultimos relevos del circuito hipocampal y la mayor fuente
de eferencias hipocampales (Knowles, 1992). Las neuronas piramidales de CALl proyectan
hacia la corteza perirrinal, la corteza prefrontal, la corteza retroespenial, la amigdala, el
subiculo y la corteza entorrinal (Van Groen y Wyss, 1990). Asimismo, la conexion hacia la
CE conforma una parte del circuito de retroalimentacion entre esta 'y el hipocampo, de manera
que CA1 manda proyecciones excitatorias a la capa V y esta a su vez excita las capas 11 y 111
de la CE, cerrando el circuito hipocampal-CE (Naber et al., 2001). Ademas de las eferencias
excitatorias, existen eferencias inhibitorias de tipo GABAergicas que proyectan hacia la
corteza retroespenial (Miyashita y Rockland, 2007). Asimismo, se ha reportado que
CAl/subiculo generan proyecciones glutamatérgicas directas hacia las neuronas piramidales
e interneuronas de la corteza prelimbica y orbitofrontal, ambas con un rol importante en la
ejecucion de funciones como la toma de decisiones o la flexibilidad cognitiva (Tierney et al.,

2004).
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Figura 4 Esquematizacion de la conectividad cortico-hipocampal

De izquierda a derecha; en azul rey se representan las diferentes capas de la corteza que
manda o reciben informacidn proveniente del hipocampo. Asimismo, se ilustra el
subiculo (SUB) como estructura que conecta el hipocampo con la corteza prefrontal
(CPFM). Encerrados en linea punteada se esquematizan los cuernos de Amén y el giro
dentado (GD), en donde se muestran las conexiones intrahipocampales y

parahipocampales. El sentido de las flechas indica la direccidn del estimulo.

2.1.2 Descubrimiento de la neurogénesis hipocampal adulta

Durante gran parte del siglo XX se pensé que el cerebro adulto de los mamiferos no
poseia la capacidad de generar nuevas neuronas. Fue Ramoén y Cajal quien en su afan de
describir la cito arquitectura del cerebro mamifero, lleg6 a la conclusion de que no habia
razones para sospechar que el tejido neural se regeneraba (Stahnisch y Nitsch, 2002). Este
dogma permaneci6 incuestionable por varias décadas, hasta que los afios de 1960 y 1970,
avances en el uso de is6topos radioactivos en preparaciones histoldgicas permitieron a Joseph
Altman usar un nuevo método con el que pudo identificar células mitoticas en secciones
cerebrales de ratas (Altman y Das, 1965). Altman utiliz6 *HH-timidina, un isétopo que se
incorpora al ADN durante la fase S del ciclo celular, por lo que marca células en division.

Ademas, con ese mismo método Michael Kaplan reportd presencia de células mitéticas en
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cerebros de ratas adultas y primates no humanos (Kaplan y Hinds, 1977). No obstante, los
estudios de ambos investigadores no impactaron en la comunidad neurocientifica, y el dogma
de que no se generan nuevas neuronas en el cerebro posnatal continu6 intacto durante varios

afios mas (Owji y Shoja, 2020).

Durante la década de 1990 hubo un gran avance en el campo de las neurociencias, y
los estudios de Altman y Kaplan volvieron a resurgir. Asimismo, durante este periodo se
desarrollé una nueva técnica de inmunotincion utilizando 5-bromo-2'-deoxyuridina (Brdu);
este marcador, al contrario de la ®HH-Timidina, podia detectarse mediante anticuerpos lo que
facilita su colocalizacion con marcadores especificos de neuronas o glia (Miller y
Nowakowski, 1988). De esta manera, se logrd confirmar la existencia de neurogénesis y
gliogénesis en cerebros adultos de una gran variedad de vertebrados (Amrein et al., 2011).
No obstante, la presencia de neurogénesis adulta parece estar mas restringida en los
mamiferos, siendo que sélo se ha confirmado en dos regiones cerebrales (Kaplan y Hinds,
1977). En los mamiferos la neurogénesis adulta se ha observado en el epéndimo de los
ventriculos laterales, desde donde las neuronas nuevas migran hacia el bulbo olfatorio, y en
la capa subgranular del GD (SGZ) (Kaplan y Hinds, 1977). No obstante, no se ha observado
neurogénesis adulta en todos los mamiferos, como son los cetaceos y algunas especies de
murciélagos (Patzke et al., 2015a). La presencia de neurogénesis hipocampal adulta parece
estar regulada por la historia de vida de los mamiferos, siendo que la tasa de proliferacion
decrece con la edad (Amrein y Lipp, 2009). Por otro lado, la presencia de neurogénesis
hipocampal adulta de humanos ha sido tema de discusion durante las ultimas dos décadas

(Moreno-Jiménez et al., 2021).
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Los estudios sobre neurogénesis hipocampal adulta (NHA) en humanos han mostrado
evidencias contradictorias y por ello no se ha establecido un punto de vista generalizado
(Moreno-Jiménez et al., 2021, Paredes et al., 2018). A finales del siglo XX, se publico el
primer estudio en donde se observd NHA en humanos, en este se estudiaron cerebros post
mortem de pacientes con cancer, a los cuales se les inyecto en vida Brdu para monitorear el
crecimiento de tumores (Eriksson et al., 1998). Al hacer la autopsia, Eriksson y colaboradores
(1998) se dieron cuenta que habia células positivas a Brdu en el cerebro de los pacientes,
confirmando por primera vez la presencia de NHA en humanos. Mas adelante estos
resultados fueron confirmados en otro estudio que utilizd otro enfoque innovador para
cuantificar el nimero de NHA (Spalding et al., 2013). EI método se baso en la medicién del
aumento transitorio en la disponibilidad de *C durante ensayos nucleares correlacionado con
la incorporacion de este is6topo en neuronas granulares de cerebros post mortem. Spalding
y colaboradores (2013) corroboraron que muchas células tenian en el DNA el perfil de **C
que corresponderia a las mediciones atmosféericas de distintos afios de la vida de los
individuos estudiados; concluyendo que se agregan 700 nuevas neuronas por dia en humanos
y esta tasa decae con la edad, pero no desaparece. Sin embargo, tiempo después otros estudios
no lograron observar NHA en humanos después de la infancia (Dennis et al., 2016, Cipriani
et al., 2018, Sorrells et al., 2018). No obstante, en uno de estos estudios se evaluaron los
niveles de nuevas neuronas y proliferacion en sujetos con Alzheimer asi como sujetos sanos,
encontrando que en este caso si habia presencias de NHA (Cipriani et al., 2018). Otros
estudios, usando diferentes métodos inmunohistoquimicos, también observaron NHA en
humanos, en etapas adultas y durante toda la vida de humanos saludables, asi como en
personas con Alzheimer (Ernst et al., 2014, Knoth et al., 2010, Tobin et al., 2019, Moreno-

Jiménez et al., 2019). En conclusion, es apresurado afirmar que la NHA en humanos no
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existe, ya que como hemos revisado brevemente en el presente capitulo, existe basta literatura
afirmando que la NHA existe en humanos (Moreno-Jiménez et al., 2021). Ademas de esto,
se puede inferir la presencia de NHA en humanos ya que es una caracteristica presente en
todos los mamiferos altriciales estudiados y mas aquellos con heterocronia que en humanos
se observa con infancias largas y la permanencia de caracteres infantiles que desaparecen en

otros grandes primates (Siwak-Tapp et al., 2007, Amrein et al., 2011, Gould et al., 1999).

2.1.3 De células troncales a neuronas: historia de vida de la neurogénesis hipocampal adulta

La neurogénesis hipocampal adulta requiere la presencia continua de células troncales
neurales (CTN) capaz de renovarse a si mismas mediante divisiones asimétricas. El proceso
conlleva varias etapas; proliferacion, diferenciacién y maduracion; todo este proceso se lleva
a cabo en la zona subgranular (ZSG) y granular (ZG) del giro dentado y tiene una duracién
total de 4 a 6 semanas (Zhao et al., 2006). Durante la proliferacion las CTN generan células
hijas de las que derivan tres tipos de progenitores neuronales (Figura 5). Asimismo, se ha
observado que el proceso de neurogénesis adulta es similar al que ocurre en etapas tempranas

del desarrollo (Espésito et al., 2005).

Proliferacion. Para iniciar, de las CTN derivan los tres tipos de progenitores
neuronales. Los progenitores tipo | poseen un fenotipo de células gliales radiales positivas a
la proteina glial fibrilar acidica (GFAP), al transportador de glutamato especifico de
astrocitos (GLAST), a la proteina de union a Ca?* S100pB y al filamento intermedio Nestina
(Ne), los cuales pueden dar lugar a un numero restringido de destinos celulares; pueden
derivar en oligodendrocitos, astrocitos, y en la mayoria de los casos neuronas (Seri et al.,
2001, Filippov et al., 2003). (Filippov et al., 2003) (DeCarolis et al., 2013) (Raponi et al.,

2007) (DeCarolis et al., 2013). El tipo | de progenitor da origen al tipo 1l que expresa aun
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algunos marcadores gliales como nestina, pero carece de las caracteristicas radiales
(Kronenberg et al., 2003, Filippov et al., 2003). Asimismo, en el progenitor tipo Il comienza
la expresion de marcadores que indican el destino neuronal como NeuroD1 y Prox1 (Steiner
et al., 2006). Estos progenitores neuronales poseen una actividad proliferativa mas alta que
los progenitores tipo I; y es en esta etapa donde se ha observado que los progenitores
responden a cambios fisiologicos como el ejercicio aerdbico (Brandt et al., 2010). Poco
después de esta etapa, comienza a expresarse DCX y deja de aparecer la nestina (progenitor
tipo 1) (Plumpe et al., 2006, Brown et al., 2003), una proteina asociada a microtabulos
necesaria para la migracion celular (Horesh et al., 1999), esta proteina puede ser encontrada
desde la fase de proliferacion hasta tres semanas después de la division mitética (Plimpe et
al., 2006, Brown et al., 2003). Los progenitores tipo 111 tienen poca actividad proliferativa,
no obstante se ha observado que el ejercicio aerébico puede aumentar el nimero de estos

progenitores (Brandt et al., 2010).

Diferenciacion. Los progenitores tipo Il pasan por una division mitética asimétrica,
esto quiere decir que se origina una célula que hereda las caracteristicas de progenitor y la
otra seguira un destino neuronal (Lin y Schagat, 1997). Aquellas células que siguieron el
destino neuronal expresan mayormente DCX y comienzan a expresar marcadores que se
asocian con maduracion como NeuN y calretinina (Brandt et al., 2003). Pocos dias después
de la ultima divisién mitética, aumentan dramaticamente las células DCX+, pero estas
disminuyen dramaticamente poco tiempo después al ser eliminadas por apoptosis, llegando
a eliminarse cerca de un 90% (Kempermann et al., 2003, Biebl et al., 2000, Kuhn et al.,
2005). Uno de los efectos del enriquecimiento ambiental es la disminucion de la apoptosis y

la supervivencia de mas neuronas inmaduras (Young et al., 1999).
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Maduracion. Los neuroblastos empezaran a mostrar un fenotipo neuronal pocos dias
después de la proliferacion celular. Estos neuroblastos tempranos estan restringidos a la SZG
y ya muestran pequefios potenciales de accion con pocas aferencias sinapticas, asi como una
resistencia muy alta en la membrana debido a los pocos canales (Ambrogini et al., 2004, Ge
et al., 2006). Los neuroblastos de una semana de edad no poseen espinas dendriticas y su
arbol dendritico aun no llega a la capa mas externa del GD (Zhao et al., 2006). Pasadas 2
semanas, los neuroblastos puedes ser activados a través de la estimulacion tetanica de la via
perforante o a través de convulsiones inducidas con kainato; en ambos casos esta activacion
induce la transcripcion de genes de expresion temprana como cfos, EGR-1Fos, 8 y HOMER1
(Jessberger y Kempermann, 2003, Bruel-Jungerman et al., 2005). Posteriormente, a las 3
semanas de edad, los neuroblastos empiezan a recibir aferencias glutamatérgicas mediante la
via perforante y exhiben potenciales de accion de manera repetitiva y de rapida adaptacion
(Hastings y Gould, 1999). En la cuarta semana se completa el proceso de maduracion y las
neuronas inmaduras proyectan aferencias hacia CA3 que se unen a la via musgosa, asimismo
su arbol dendritico alcanza la capa molecular del GG (Esposito et al., 2005, Hastings y Gould,

1999).

La conectividad funcional de las nuevas neuronas con CA3, su zona blanco principal,
comienza desde los 10 dias post-mitosis. Se ha observado con ayuda de trazadores
retrogrados inyectados en CA3, que estos comienzan a colocalizar con células +Brdu en el
GD desde los 10 dias despues de la inyeccion; siendo que llega a su maxima colocalizacion
a los 17 dias posterior a la inyeccion de Brdu (Hastings y Gould, 1999). Asimismo, esta
misma cuestion fue abordada por Zhao y colaboradores (2006) donde utilizan marcadores

retrogrados en neuronas que expresan la proteina verde fluorescente (GFP). En este estudio,
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los axones positivos a GFP alcanzaban CA3 al décimo dias después de la inyeccion del
marcador retrogrado, y esta conectividad aumentaba progresivamente hasta que los axones
alcanzaron su distancia méaxima a los dias 16-56 (Zhao et al., 2006). Por lo que podemos
decir que existen axones funcionales y conectados antes de que los primeros arboles

dendriticos se desarrollen (Jones et al., 2003).

A

Caps molecular

Capa granular

Caps subgranular

CTN tipo Il
,_ CTN tipoll

CTN tipol

Proliferacion

Determinacion
neuronal

Migracion

Crecimiento axcnalyde
dendritas, formacion de

sinapsis
— Semana

19



Figura 5 Historia de vida de la neurogénesis hipocampal adulta.

Se muestra en los recuadros azules la etapa de desarrollo para formar una nueva
neurona, asi como la duracién de cada una de ellas representada en la flecha inferior. En
este esquema ha sido representadas los diferentes tipos celulares que participan en la
neurogénesis, las células troncales neurales tipo | (CTN I) son altamente proliferativas y
dan lugar al siguiente tipo celular las células troncales neuronales tipo Il y después al
tipo 11 (CTN 11y I11). Las CTN Il son menos proliferativas y dan origen por division
asimétrica las primeras células con fenotipo neuronal (NpM). Posteriormente estas
neuronas post-mitdticas van migrando y madurando, formando sus primeras espinas
dendriticas (NI). Pasados 6 semanas post-mitosis las neuronas han madurado (NGM) y

sus somas se encuentran en la capa granular y su arbol dendritico en la capa molecular.

2.1.4 Laparticipacion del hipocampo en la memoria y el aprendizaje

La primera evidencia determinante de la importancia de la formacion hipocampal en
la adquisicion de memorias episodicas fue a partir de las observaciones realizadas en el
paciente H.M (Scoville y Milner, 1957). Este paciente sufrié un notable fallo en la memoria
después de que se le removié quirdrgicamente gran parte del 16bulo temporal medial. H.M.
sufria de amnesia anterdgrada completa después de su cirugia, es decir, tras la intervencion
le fue imposible formar memorias de eventos posteriores a este procedimiento; también
sufrio en mucho menor medida amnesia retrograda de eventos recientes a la operacion
(Scoville y Milner, 1957). Sin embargo, la memoria motora de H.M. permanecié intacta
debido a que era capaz de aprender y evocar habilidades motoras con facilidad, aunque
eventualmente olvidara haberlas realizado (Milner et al., 1968). La cirugia de H.M. fue
realizada de manera cuidadosa para no lastimar partes de la corteza, que se pensaba eran las
encargadas de la mayoria de los procesos cognitivos (Steinvorth et al., 2005). Como

resultado, solo removieron estructuras como el hipocampo, la corteza entorrinal y la
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amigdala. Por lo que fue una gran sorpresa darse cuenta que la memoria declarativa de H.M.

habia sido afectada (Corkin et al., 1997).

El hipocampo es una estructura esencial para crear representaciones espaciales y
temporales de eventos que suceden a lo largo de la vida animal y humana (Tulving y
Markowitsch, 1998). Ademaés, participa en la evocacion de situaciones especificas de la
historia de vida o de conocimiento general, lo que es llamado: memoria episédica y semantica
(Tulving, 1995). Por consiguiente, una lesion o desconexion del hipocampo resultaria en un
déficit o pérdida de la memoria espacial y contextual. Por esta razon, varios estudios han
optado por inactivar o lesionar el hipocampo y observar utilizando protocolos conductuales
dependientes de hipocampo, como laberintos espaciales o condicionamiento asociados a
contexto (Holt y Maren, 1999, Jarrard, 2002). Con relacion a estos protocolos, se ha utilizado
el condicionamiento al miedo contextual, un protocolo en donde se asocia un contexto
especifico a un choque eléctrico en las patas (Saxe et al., 2006). Usando este protocolo, se
observd que lesiones electroliticas en hipocampo dorsal antes de colocarlos en a caja de
condicionamiento impedia que los animales asociaran el contexto con la situacion aversiva
(Phillips y LeDoux, 1994); asimismo, una lesién inmediatamente posterior al
condicionamiento impedia la evocacion de la memoria de miedo (Maren, 1999, Phillips y
LeDoux, 1994). Dentro de esta linea de pensamiento, otras investigaciones utilizando
lesiones con colchicina, un farmaco que evita la polimerizacion de microtibulos y genera
apoptosis especificamente en el GD, pero no en CA3y CA1, se observaron efectos deletéreos
en lamemoria espacial en el laberinto de brazos radiales y la tarea de evitacion pasiva (ambos
protocolos que presentan un importante componente contextual) (Tilson et al., 1987, Walsh

et al., 1986). Por otro lado, la ablacion especifica de GD con colchicina también causéun
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rendimiento bajo en el laberinto acuatico de Morris y en la tarea de memoria de referencia
especial (Sutherland et al., 1983, Xavier et al., 1999). En conclusion, los estudios anteriores
demuestran el importante rol del hipocampo en el procesamiento de memorias episodicas, y
no solo de las capas piramidales sino también del giro dentado. No obstante, el rol de la NHA

ha sido tema de debate desde su descubrimiento.

2.1.5 El rol de la neurogénesis hipocampal adulta en la memoria y aprendizaje

La neurogénesis hipocampal adulta es una caracteristica del hipocampo mamifero que
ha promovido la busqueda del significado bioldgico a estas neuronas, mas especificamente
su rol en la memoria y aprendizaje (Koehl y Abrous, 2011, Oomen et al., 2014). Al comienzo
de estas investigaciones se utilizd como pensamiento general la hipotesis de que la NHA era
necesaria para generar memorias dependientes de hipocampo, por lo que comenzaron por
reducir los niveles de NHA. En una serie de experimentos para poner a prueba esta hipotesis,
se sometieron a ratones a varias pruebas conductuales, entre ellas el laberinto acuatico de
Morris, el condicionamiento al miedo contextual y el laberinto elevado en cruz (Shors et al.,
2002). Usando acetato de metilazoximetanol (MAM), una droga que reduce
significativamente la proliferacion se observo que la disminucion de la NHA antes de la
adquisicién de estos protocolos no tuvo efectos en el desempefio en los laberintos o en la
expresion del miedo (Shors et al., 2002). En otro experimento en donde se utiliz6 irradiacién
focal al hipocampo, se observo que los animales irradiados aprendian igual que los animales
que no habian sido irradiados durante el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris
(Snyder et al., 2005). No obstante, en esta misma investigacion se observo que la irradiacion
si tenia efecto en la evocacion de la memoria a largo plazo (Snyder et al., 2005). Ademas de

este estudio, se realizO una investigacion similar en donde empleaban irradiacion al
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hipocampo y encontraron resultados poco concluyentes acerca de si la ablacion de la NHA
tenia efecto en el desempefio durante la navegacion espacial en el laberinto acuatico de

Morris (Winocur et al., 2006).

Ademas de estos experimentos en donde se reduce la cantidad de neuronas nuevas,
también existen protocolos en donde se incrementa el nivel de NHA. Con relacion a esto,
uno de los protocolos utilizando ampliamente para incrementar la NHA es el enriquecimiento
ambiental (Young et al., 1999) y el ejercicio aerdbico (van Praag et al., 1999b). Utilizando
el ejercicio aerébico como método de incremento de neurogénesis, se observd que este
aumento mejoré el desempefio de los animales dentro del laberinto acuético de Morris (van
Praag et al., 1999a). Por otro lado, se ha observado que en animales sin NHA sometidos a un
protocolo de enriquecimiento ambiental, tienen cambios en el aprendizaje espacial, reduccion
de ansiedad y una habituacion méas rapida a un lugar desconocido, todos efectos
independientes de la NHA (Meshi et al., 2006). No obstante, otro experimento que utilizé
ratones de 18 meses de edad, que poseen significativamente menor tasa de NHA, tuvieron
acceso a una rueda de ejercicio y mejoraron su desempefio en el laberinto acuéatico de Morris,
Ilegando a los niveles de desempefio de los animales mas jovenes (van Praag et al., 2005).
En otro experimento, se utilizé una cepa de ratones transgénicos inducibles knock-out para
la proteina Bax (Sahay et al., 2011). Esta proteina pertenece a la familia de reguladores de
apoptosis, por lo que los ratones knock-out tenian mayor sobrevivencia de neuronas nuevas.
Estos ratones fueron sometidos a una tarea conductual disefiada para diferenciar entre el
contexto seguro y el contexto aversivo, algo que fue llamado como separacion de patrones;
sorprendentemente los ratones con un incremento de la NHA diferenciaban mejor entre

contextos (Sahay et al., 2011). Sin embargo, estos resultados contrastan con los hallazgos
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anteriores sobre gque la apoptosis es un mecanismo de regulacion necesario para la formacién
de memorias espaciales (Dupret et al., 2007). También contrastan con datos que muestran
que la ablacion de neurogénesis previa al entrenamiento no afecta la separacion de patrones,

unicamente cuando esta se realiza post-entrenamiento (Arruda-Carvalho et al., 2011).

A pesar de los innumerables esfuerzos para dilucidar si la NHA es necesaria 0 no para
la adquisicién o la evocacion de la memoria, las evidencias han arrojado poca nitidez al
respecto. No obstante, quiza la participacion de la NHA no es tan simple como permitir o no
el aprendizaje y la evocacion a corto plazo de engramas espaciales, pero si en como la

memoria puede ser modificada a largo plazo.

2.1 El posible significado biolégico de la neurogénesis hipocampal adulta reside en la

consolidacion de engramas espaciales

2.1.1 La codificacion, almacenaje y evocacion de engramas espaciales depende de la

participacion del hipocampo y la corteza prefrontal

La participacion de la neurogénesis hipocampal adulta en la memoria y aprendizaje
ha sido un debate constante dentro de las neurociencias. Los primeros experimentos se
enfocaron en probar la hipotesis de entre mas neuronas se mejora la memoria (Meshi et al.,
2006, Shors et al., 2002, van Praag et al., 1999a, Winocur et al., 2006, Young et al., 1999,
Sahay et al., 2011); sin embargo, esta idea no ha sido aceptada ya que se ha observado que
un incremento incontrolado de la NHA resulta en un peor desempefio cognitivo (Dupret et
al., 2007). A pesar de los resultados poco concluyentes, existe otra aproximacion que requiere
pensar que los engramas son flexibles, es decir son susceptibles de modificaciones que a

largo plazo pueden ser una caracteristica necesaria para responder a los constantes estimulos
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cambiantes del medio (Josselyn y Tonegawa, 2020). Por esta razon, es necesario que primero

se entienda el proceso que sufre la memoria para ser almacenada en engramas.

Las memorias episodicas, registros de las experiencias que hemos vivido, se forman
en el cerebro a través de un proceso neuronal en donde son transformadas desde un estado
inmaduro y l&bil hacia un estado maduro y estable (Dudai, 2004, Lechner et al., 1999). Este
proceso de maduracion y estabilizacion ha sido llamado consolidacién (Lechner et al., 1999).
Durante la consolidacion se pueden observar dos procesos, el primero de ellos sucede dentro
de las primeras horas después del aprendizaje e incluye la organizacion sinéptica de circuitos
locales, por ejemplo, la aparicion de nuevas conexiones sinapticas (Dudai, 2004). Por otro
lado, el segundo proceso existe una reorganizacion neuronal que involucra regiones
cerebrales que almacenan la memoria, este es un proceso mas prolongado que puede incluir
una reorganizacion en los circuitos que permiten evocar la memoria (Dudai, 2004). Estos
circuitos son el sustrato neuronal en donde es almacenada la memoria, asimismo, son
Ilamados engramas (Josselyn y Tonegawa, 2020). Este proceso de consolidacién de
engramas ha sido estudiado ampliamente en memorias espaciales que dependen de la

organizacion espacio-temporal entre el hipocampo y la CPFm (Frankland y Bontempi, 2005).

Las memorias espaciales son codificadas en primera instancia en el hipocampo, en
donde la traza neuronal es relativamente labil y poco estable, asimismo la evocacion de la
memoria depende mayoritariamente del hipocampo (Frankland y Bontempi, 2005).
Posteriormente, el engrama espacial consolida migrando hacia la CPFm donde se encuentra
la mayor parte de la traza neuronal, lo que significa que la evocacion de la memoria espacial
depende mayoritariamente de la activacion del engrama cortical y no del engrama

hipocampal (Frankland y Bontempi, 2005). Esta idea de que los engramas espaciales conlleva
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un cambio espacial y temporal dentro de los circuitos hipocampales y corticales fue
respaldada tanto por observaciones clinicas en humanos como en modelos animales. De esta
manera, el paciente H.M., quien tuvo una cirugia para extraer gran parte del I6bulo temporal
medial (LTM), mostro las primeras evidencias sobre el tipo de memoria que necesitaba de la
participacion de esta region para ser almacena y evocada (Steinvorth et al., 2005, Schmolck
et al., 2002). Posterior a la cirugia, H.M habia perdido la capacidad para formar memorias
declarativas nuevas, tanto las memorias de eventos y experiencias de vida (memorias
episddicas) como la capacidad de adquirir nuevo conocimiento o hechos de vida (memoria
semantica) (Schmolck et al., 2002). A pesar de este problema, el paciente H.M. no habia
perdido los recuerdos mas viejos de su vida, como los de la infancia, pero si padecia de una
ligera amnesia retrograda que le impedia evocar muchos recuerdos de los 11 afios previos a
lacirugia (Corkin, 1984). Ademas de esto, varios investigaciones han observado que el grado
de amnesia retrograda esta correlacionado positivamente con el tamafio de la lesion del LTM
(Bayley et al., 2003, Simons y Spiers, 2003). Estas Ultimas observaciones nos dejan con la
dudad de que tanto tiempo se necesita para que una memoria episddica migre y si depende
en su totalidad de engramas corticales, o si el proceso de consolidacidén es mas complicado
de lo que previamente se planted. Por esta razon, aunque las observaciones clinicas son
concordantes con la teoria general de la consolidacion de engramas espaciales, presentan
varios problemas al ser estudios retrospectivos, en donde no se puede observar todo el

proceso de formacion de la memoria.

Ademaés de las observaciones clinicas, se han utilizado varios modelos animales en
conjunto con varias aproximaciones experimentales, como las lesiones farmacologicas o

genéticas. De esta manera, en un experimento se bloque6 de manera inducible la expresion
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de la subunidad NR1 del receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), receptor necesario para la
formacion de la memoria a largo plazo (Cui et al., 2004), para evaluar la participacion del
hipocampo en la consolidacion de la memoria (Shimizu et al., 2000). Los animales fueron
entrenados en el laberinto acuatico de Morris 0 en el condicionamiento contextual, una
semana posterior al entrenamiento se bloqueé la actividad de los receptores NMDA y
observaron que se impedia la consolidacién de la memoria. Por otro lado, si el bloqueo de
los receptores NMDA sucedia posterior a una semana del entrenamiento, el proceso de
consolidacién seguia su curso. Asimismo, otra investigacion utilizé lidocaina, un bloqueador
de canales de sodio, para inactivar temporalmente la actividad del hipocampo dorsal y de la
corteza cingulada anterior (CCA) durante la evocacion reciente y remota de una memoria
espacial (Teixeira et al., 2006). Teixeira et al (2006) observaron que al bloquear la actividad
de la CCA se impedia la evocacion de la memoria a largo plazo, no asi a corto plazo.
Contrariamente, bloquear la actividad del hipocampo dorsal evitaba la evocacion de la
memoria a corto plazo, pero no afectaba la evocacion a largo plazo. Con relacion a esto, en
esta misma investigacion se observo la actividad neuronal tanto de la CCA y del hipocampo
dorsal usando el marcador c-Fos, factor de transcripcion derivado de un gen de expresién
temprana cuya transcripcion depende de la activacidn de canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L (Murphy et al., 1991). La expresion de c-Fos confirmé que habia mayor
actividad neuronal en el hipocampo dorsal, y no de la CCA, durante la prueba de memoria
un dia después de la adquisicion de la memoria espacial (Teixeira et al., 2006). En otro
estudio en donde utilizaron un protocolo de condicionamiento contextual y observaron que
la evocacion remota incrementaba los ndcleos positivos a c-Fos de la CPFm; como la CCA,
la corteza prelimbica e infralimbica y la corteza orbitofrontal, asi como algunos nudcleos

talamicos (Wheeler et al., 2013). De manera interesante el hipocampo, tanto en la evocacion
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de memorias recientes o remotas, fue activado significativamente, aunque esta actividad
disminuia con el tiempo (Wheeler et al., 2013). Ademas de que es necesaria la integridad de
los circuitos corticales e hipocampales, también es necesaria la conectividad entre ambas
estructuras para que se termine el proceso de consolidacion (Remondes y Schuman, 2004).
Con relacion a esto, en una investigacion se observd que si se lesionaba las proyecciones
entre la capa 111 de la CE y CAL no afectaba el aprendizaje, pues los animales realizaban bien
la tarea en el laberinto acuatico de Morris, no obstante, esta misma lesion impedia la

evocacion a largo plazo (Remondes y Schuman, 2004).

En conjunto, estas observaciones son concordantes con la teoria original de la
consolidacién de engramas espaciales, que sustenta que las memorias episddicas van
madurando y estableciéndose en circuitos corticales donde son dificilmente susceptibles a
una modificacion (Dudai, 2004, Frankland y Bontempi, 2005). Asimismo, el engrama
espacial al ir madurando va siendo menos dependiente del hipocampo, siendo que se pensaria
que la traza s6lo se encuentra en la CPFm. No obstante, los resultados con c-fos de Wheeler
et al (2013) y Teixeira et al (2006) asi como las observaciones clinicas en pacientes con
lesiones en LTM, sugieren que la actividad hipocampal en la expresion de memoria remotas
es necesaria. Ademas de esto, el papel de la NHA no esta presente en la hipotesis de
consolidacién de engramas, lo que resulta sumamente llamativo ya que es una caracteristica

significativa del hipocampo.

2.1.2 La neurogénesis hipocampal en la plasticidad de la memoria y la consolidacion de
engramas espaciales
La hipdtesis de la consolidacion de engramas espaciales fue el comienzo de la

busqueda de las trazas neuronales. Ahora no sélo nos interesaba saber cuél era el sustrato de

28



nuestras memorias, Sin0 que estructuras participaban en la codificacion, en el
almacenamiento y la evocacion tanto de memorias remotas como recientes. Dentro de estas
investigaciones, se asomoé de nuevo la sombra de la neurogénesis hipocampal adulta. Con
este pensamiento en mente, algunos investigadores comenzaron a pensar que el rol de la
NHA yacia en la plasticidad del circuito hipocampal y como esto afecta la codificacion de

nuevas memorias (Bruel-Jungerman et al., 2007).

Las neuronas nuevas del GD en el hipocampo poseen un caracteristica
electrofisioldgica Unica, y es que se sabe que entre las 4 y 6 semanas de edad presentan un
umbral més bajo para producir un LTP (potenciacién a largo plazo) (Durand et al., 1996). El
LTP de estas neuronas nuevas les permite ser mas facilmente reclutadas para formar parte de
un engrama espacial. Esta hipdtesis sobre la ventana de plasticidad que poseen las nuevas
neuronas fue la génesis de varios estudios importantes para entender el rol de la NHA en la
memoria. Utilizando esta idea en mente, estudios computacionales y tedricos propusieron la
hipGtesis de que esta plasticidad de la NHA podria estar involucrada en eventos de
eliminacién de ambiguiedades al proporcionar un grupo no decreciente de nuevas neuronas
disponibles para codificar experiencias nuevas (Aimone et al., 2009, Becker, 2005). De esta
manera diferentes patrones pueden ser facilmente codificados sin interferencia (Wiskott et
al., 2006). No obstante, se ha observado que las neuronas nuevas al madurar e incorporarse
a la capa de neuronas granulares pre-existentes, responden de la misma manera y poseen la
misma probabilidad de que sean reclutadas que las neuronas de origen embrionario (Stone et
al., 2011). La idea de la ventana de plasticidad de la NHA se volvio popular y se realizaron
otros experimentos tratando de mostrar evidencia suficiente para demostrar su veracidad

(Tashiro et al., 2007, Aimone et al., 2006, Rangel et al., 2014, Wiskott et al., 2006). No
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obstante, hasta la fecha no hay evidencia empirica determinante que demuestre que la
plasticidad de la NHA en un periodo critico de su desarrollo es necesaria para adquirir nuevas

memorias.

Mas investigaciones se continuaron haciendo durante la década pasada y surgio una
en particular que buscaba entender el rol de la NHA en la consolidacion de engramas
espaciales (Kitamura et al., 2009). En esta investigacion se utilizé la irradiacion como
método de ablacion de la NHA, que provoca desacoplamientos en el ADN de células en fase
S, lo que hace susceptibles a las células en proliferacion del GD. La teoria de consolidacion
de engramas espaciales dicta que existe una disminucién progresiva de la dependencia
hipocampal de memorias espaciales, conforme estas memorias van madurando (Frankland y
Bontempi, 2005). De esta forma, utilizando irradiacion focal, se elimin6 la NHA en ratones
que fueron sometidos a un condicionamiento contextual (Kitamura et al., 2009). Al realizar
una prueba de memoria un dia después, la inactivacion farmacoldgica del hipocampo del
grupo irradiado y no irradiado evit6 que se evocara la memoria de miedo contextual; siendo
que la memoria aln era dependiente del hipocampo. Posteriormente, los investigadores
observaron que la inactivacion del hipocampo 5 semanas después del condicionamiento,
afecto la evocacion de memoria sélo de los ratones irradiados; lo que significaba que el
engrama del condicionamiento atn dependia del hipocampo. Con estos resultados, se podria
sugerir que en ausencia de NHA, el proceso de consolidacién de memorias dependientes de

hipocampo se ve ralentizada, entonces un aumento en la NHA aceleraria este proceso.

Esta hipdtesis fue utilizada en esta misma investigacion, y observaron que el aumento
de NHA, por ejercicio aerdbico, provocaba que la memoria de miedo contextual dejara de

depender el hipocampo tan solo 14 dias después del condicionamiento (Kitamura et al.,
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2009). Las observaciones de este estudio pueden deberse a un re-arreglo en las trazas
hipocampales. De esta manera, las nuevas neuronas forman sinapsis con las piramidales de
CA3 que desplazan las sinapsis previas, degradando el circuito previo e impidiendo que las
trazas previamente codificadas no puedan ser evocadas correctamente (Toni et al., 2007,
Weisz y Argibay, 2012). Por lo tanto, un aumento de la NHA degradaria tanto el circuito
previo que a 15 dias después del entrenamiento no hubo evocacion de la memoria. Asimismo,
esta memoria no genero una traza funcional en la CPFm por falta de tiempo de maduracién,

suficientemente para evocar la memoria del miedo contextual.

En contraste con los demas estudios, Kitamura y colaboradores (2009) nos muestran
que un significado biolégico muy importante de la NHA yace en como modula el
almacenamiento y reorganizacién de trazas hipocampales. Esto sugiere que la NHA es una
caracteristica que provee al hipocampo de un mecanismo que evita el almacenamiento
descontrolado de memorias que son eventualmente intrascendentes, y a su vez permite la
adquisicién de memorias relevantes y actualizadas. Ambas son caracteristicas conductuales
esenciales en la adaptacion de los mamiferos en un ambiente cuyas reglas cambian

constantemente.

2.2 Implicacion de la modificacion de engramas en la flexibilidad cognitiva espacial

2.2.1 El olvido asociado a la neurogénesis hipocampal como sustrato para la flexibilidad
cognitiva
Los mamiferos son un grupo de vertebrados que pasaron de ser pequefios animales
confinados a pocos nichos ecoldgicos, a distribuirse en casi todos los nichos posibles. Por
esta razon, una caracteristica que debieron poseer los mamiferos del cretacico fue una

plasticidad fenotipica capaz de responder al desafio de explorar nuevos ambientes (Kemp y
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Kemp, 2005). La plasticidad fenotipica es la capacidad que poseen los organismos de dar
origen a varios fenotipos dado un solo genotipo, y estos fenotipos pueden expresarse a varios
niveles, desde codificar nuevas enzimas hasta nuevos comportamientos (Fusco y Minelli,
2010, West-Eberhard, 2003). Con relacién a esto, los mamiferos son capaces de aprender
constantemente nuevas respuestas conductuales al medio debido a que el cerebro puede
codificar diferentes trazas de memoria y expresar la mas conveniente, lo que es llamado como
flexibilidad cognitiva (Crone et al., 2004, Ghalambor et al., 2010). La flexibilidad cognitiva
es esencial para enfrentan a varios retos conductuales como la busqueda de alimento, de
pareja o incluso de habitat, todos comportamientos que requieren, entre otras cosas, el
procesamiento de memorias episodicas-espaciales (Jacobs, 1996, Ghalambor et al., 2010).
Como se menciono en capitulos previos, el hipocampo es la estructura cerebral encargada de
la codificacion, almacenaje y evocacion de estas memorias (Frankland y Bontempi, 2005).
Asimismo, el hipocampo mantiene una tasa proliferativa durante toda la vida, y que posee la
capacidad de reorganizar las trazas hipocampales y modifica el proceso de consolidacion
(Kitamura et al., 2009). Esta importante participacién de la NHA parece ser la responsable
de mantener las memorias hipocampales importantes accesibles, y deshacerse de aquellas
memorias que no son utiles. De esta manera, el hipocampo regula la cantidad de engramas
que pueden almacenarse para que puedan codificarse nuevos engramas (Ridderinkhof et al.,

2004).

En 2014, Akers y colaboradores publicaron un articulo en donde hablaban de la
relacion entre altas tasas de NHA vy la retencion de la memoria. Ellos sometieron a ratones
adultos a un condicionamiento contextual al miedo (asociar un contexto especifico a un

evento peligroso) y posterior a ello los colocaron durante un mes en una caja con acceso libre
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a una rueda para hacer ejercicio. Después de este tiempo los ratones fueron sometidos a una
prueba de memoria en el mismo contexto, sorprendentemente, los ratones corredores no
expresaron la memoria de miedo, es decir olvidaron. Estos resultados conductuales
correlacionaron con la alta tasa de NHA que habia sido promovida por el ejercicio aerébico.
Por el contrario, los mismos autores pensaron que si se bloqueaba la NHA de estos animales
corredores, evitarian que olvidaran. Como los autores hipotetizaron, los ratones corredores
con baja neurogénesis no presentaron olvido y expresaron la memoria de miedo. Con ello los
autores pudieron asegurar que el efecto en la retencion de la memoria era dependiente de la

cantidad de NHA y no del ejercicio aerdbico.

Ademas de estos resultados, se busco si el efecto en la retencion de la memoria se
podia observar en ratones que normalmente tienen altas tasa de neurogénesis, como los
ratones infantiles. Para ello, se someti6 a ratones de 17 dias posnatales a un condicionamiento
contextual. Los investigadores observaron que un dia después del aprendizaje los ratones
expresaban la memoria de miedo, no obstante 30 dias después no se mostraba retencién de
la memoria de miedo. Si a estos ratones infantiles se les inyectaba temozolamida (TMZ, un
farmaco utilizado para tratar tumores) para evitar la proliferacion en el GD, se daba un rescate

de la memoria 30 dias después del condicionamiento (Akers et al., 2014).

El incremento de la NHA posterior a cualquier aprendizaje dependiente de hipocampo
parece debilitar la traza asociada a este aprendizaje, por lo que se observa el fenémeno de
olvido (Akers et al., 2014, Weisz y Argibay, 2012). Sin embargo, esta degradacion de la
memoria podria permitir la codificacion de un nuevo aprendizaje similar al aprendizaje
original, pero sin interferir con este (Epp et al., 2016, Guskjolen et al., 2017). Epp y

colaboradores (2016) utilizaron el laberinto acuatico de Morris para probar esta hipotesis.
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Para ello los animales fueron sometidos a un entrenamiento en el laberinto y posterior a esto
tuvieron acceso libre a una rueda de ejercicio. Un mes después de esto, observaron un
aumento en la NHA y poca retencion de memoria espacial, comprobando que si habia habido
olvido. Posterior a esto los ratones fueron sometidos a un entrenamiento reverso, que consiste
en mover de lugar la plataforma. En el entrenamiento reverso los ratones deben volver a
crear una nueva memoria espacial que les permita llegar eficientemente a la nueva
localizacion. Este tipo de tarea requiere que los ratones expresen flexibilidad cognitiva
espacial que les permitira adaptarse a los cambios del laberinto. De manera sorprendente, los
ratones que previamente habian olvidado la ubicacion original de la plataforma eran mas
eficaces para encontrar la nueva ubicacion. Por el contrario, los ratones no corredores
tuvieron dificultad para encontrar la nueva ubicacion. Durante una prueba de flexibilidad
cognitiva espacial un dia después del entrenamiento reverso, los ratones corredores pasaron
mayor tiempo en la nueva ubicacion desde el inicio de la prueba, mientras que los ratones no
corredores nadaban de la ubicacion original a la nueva de manera incesante, persistiendo
mayormente en la ubicacién original. Asimismo, en otra investigacion no solo replicaron
estos resultados, sino que observaron que ratones envejecidos con alta tasa de NHA
mejoraban notablemente en su desempefio en la misma tarea de flexibilidad cognitiva
espacial (Guskjolen et al., 2017). Estos resultados sugieren que a mayor cantidad de NHA
resulta en menor interferencia entre la traza original y la traza nueva; es decir, la
incorporacion de nuevas neuronas al circuito pre-existente degrada parcialmente la traza
original permitiendo que una nueva traza sea codificada y sea el sustrato para una nueva
memoria (Weisz y Argibay, 2012). De esta manera, los ratones corredores presentaban una
mejor flexibilidad cognitiva espacial para adaptar su conducta de manera rapida a los cambios

del medio.
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El olvido de memorias hipocampales debido a una alta tasa de NHA ha sido tema de
debate, ya que no se sabe con claridad si es causada por la degradacion del circuito previo o
por la inaccesibilidad a este. Un estudio inicial utilizé el mismo protocolo de entrenamiento
en el laberinto acuatico de Morris citado previamente. En dicho estudio Guskjolen y
colaboradores 2018, observaron que si a los ratones se les presentaba un recordatorio antes
de realizarse la prueba de retencion de memoria (un mes después del entrenamiento), estos
lograban recordar la ubicacion de la plataforma. No obstante, esta recuperacion de la
memoria fue transitoria ya que, si se volvia a realizar una prueba de memoria un dia después
del recordatorio, los animales fallaban en encontrar la ubicacion. Estos resultados sugieren
que el olvido se debe mayormente a que no se puede acceder a la traza original mas que esta

memoria no haya sido guardada

Por otro lado, en otra investigacion se utilizé un método mas refinado para abordar
este debate (Guskjolen et al., 2018). Para esto, se utilizé un sistema de transgénico de tipo
Cre-recombinasa inducible por Tamoxifen (TAM) que permitia la expresion de
canalrodopsina en neuronas que expresaron el gen de expresion temprana Arc durante la
evocacion de una memoria. La canal-rodopsina que se expresa en las neuronas pertenecientes
a la traza de memoria puede ser activada mediante una estimulacion lasser, es decir, pueden
activarse con técnica optogenética. Utilizando el mismo protocolo anteriormente descrito
(Akers et al., 2014), se utilizaron ratones infantes de 17 dias posnatales (con alta tasa de
neurogénesis) que fueron inyectados con TAM antes del condicionamiento para etiquetar la
traza neuronal que subyacia la memoria de miedo. A los 15 dias después del entrenamiento,
lo ratones fueron sometidos a una prueba de retencion y como era de esperarse ya presentaban

olvido. Sin embargo, la activacion por estimulacion optogenética a los 15 dias post-
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condicionamiento, permitia la expresion de la memoria de miedo. Asimismo, la estimulacion
optogenética permitia la recuperacion de la memoria de miedo a los 30 0 90 dias después del
condicionamiento. No obstante, a pesar de haber recuperado la memoria de miedo, esta
recuperacion unicamente fue parcial, dado que la inmovilizacion presentada en la prueba 30
0 90 dias después del condicionamiento fue de aproximadamente 30% mientras que el nivel

de condicionamiento original fue de 60%.

En conjunto, los experimentos de Guskjolen et al (2018) y Epp et al (2016), sugieren
que el fendmeno de olvido se debe tanto a una falla en el almacenamiento de la memoria, ya
que al estimular por optogenética el circuito previamente etiquetado s6lo se recuperaba
parcialmente; como a la inaccesibilidad a este, ya que la activacion optogenética del circuito
permitié expresar la memoria aln en tiempos muy remotos. Estos dos procesos bioldgicos
que subyacen el olvido explica porque se facilitan aprendizajes nuevos, no obstante, es
necesario entender la dindmica de la traza completa que subyace la memoria episodica-

espacial.

2.2.2 La neurogénesis hipocampal y el reclutamiento de estructuras corticales como base
de la flexibilidad cognitiva.

La teoria de la consolidacion de engramas estipulaba que las trazas de memorias
espaciales son codificadas primeramente en el hipocampo y posteriormente migraban a la
CPFm en donde eran consolidadas (Frankland y Bontempi, 2005). No obstante, estudios
recientes apuntan que para el aprendizaje de engramas espaciales es necesaria tanto la
participacion del hipocampo como de la CPFm, asimismo, la evocacion a largo plazo de estos
engramas depende tanto de la CPFm como del hipocampo (Kitamura et al., 2017). Aunado

aesto, la NHA modifica la consolidacion de engramas espaciales degradando y desconectado
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la traza original permitiendo un constante re-arreglo de las trazas hipocampales (Akers et al.,
2014, Epp et al., 2016, Guskjolen et al., 2017, West-Eberhard, 2003). Por lo tanto, la NHA
al modificar los engramas ya establecidos deberia afectar la activacion de circuitos

prefrontales, que también subyacen la memoria espacial.

Recientemente, una investigacion aprovechd los hallazgos recientes sobre
flexibilidad cognitiva espacial facilitada por a NHA para probar una nueva forma de tratar la
recuperacion espontanea del miedo (Martinez-Canabal et al., 2019). La recuperacion
espontanea del miedo es un fendmeno que sucede cuando se vuelve a expresar la conducta
de miedo tras un aprendizaje de extincion exitosa a pesar de haberla extinguido (Rescorla,
2004). El proceso de extincion o terapia de exposicion en humanos, es el proceso por el cual
a los individuos se les presenta el estimulo aversivo pero sin ninguna consecuencia peligrosa,
de esta manera los pacientes dejan de presentar conductas de miedo progresivamente (Craske
y Mystkowski, 2006). Sin embrago, a pasear de las terapias, el miedo siempre regresa y es
un problema seri¢ al presentarse de manera persistente en pacientes con fobias o estrés

postraumatico (Rescorla, 2004).

En la investigacién de Martinez-Canabal et al (2019) se utiliz6 un protocolo de
condicionamiento contextual al miedo seguido de un entrenamiento de extincion, para
evaluar la recuperacion espontanea del miedo. Posterior al condicionamiento y la extincion,
los animales fueron sometidos a un protocolo de enriquecimiento ambiental y ejercicio
aerobico. Un mes después del enriquecimiento ambiental, los animales incrementaron su
neurogénesis y mostraron menor recuperacion espontanea respecto a los animales control.
Por otro lado, la irradiacion focal del hipocampo posterior al condicionamiento y la extincion

gener0 una dramatica disminucion de la neurogénesis y se incrementd la expresion de la
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memoria de miedo. En dicho estudio, también se cuantifico la actividad neuronal mediante
la expresion de c-Fos en regiones hipocampales y corticales. La capa CA3 de los animales
enriquecidos presentaba mayor activacion de c-Fos+ mientras que en los animales irradiados
disminuyd. También se encontraron diferencias en la activacion de c-Fos en la corteza
prelimbica e infralimbica, areas criticas en la expresion de conductas de miedo (Sotres-
Bayon y Quirk, 2010). En este experimento quedo establecido que el incremento de la
conducta de miedo, por menor NHA, se asocio a una menor activacion de CA3y de la corteza
infralimbica. Por el contrario, una alta tasa de NHA evitd la expresion del miedo y esto
promovid la activacion de CA3 y la inhibicion de la corteza prelimbica (Martinez-Canabal
et al., 2019). Estos resultados muestran que la alteracion de los niveles de NHA tienen un
efecto en el patron de activacion del circuito hipocampal y cortical, una caracteristica

importante que permitio la inhibicion o la expresion de la conducta de miedo.

A pesar de la importante participaciéon de la NHA en procesos de flexibilidad
cognitiva espacial (Garthe et al., 2016, Garthe et al., 2009), no parece haber un estudio que
aborde la dindmica cortico-hipocampal que gobierna esta flexibilidad. El estudio de
Martinez-Canabal et al (2019) nos da una aproximacion de lo que puede estar ocurriendo en
situaciones que requieren un cambio de paradigma, es decir, dejar de asociar un contexto a
una situacion peligrosa. Por otro lado, varios estudios en pacientes con estrés postraumatico,
fobias o alteraciones afectivas, presentan un patron morfo-funcional diferente del hipocampo
y la CPFm (Videbech y Ravnkilde, 2004, Villarreal et al., 2002). Lo anterior es relevante
porgue se ha planteado que aquellas personas que presentan afecciones psiquiatricas carecen
de la capacidad de formar nuevos patrones de conducta, es decir, no poseen flexibilidad

cognitiva (Ben-Zion et al., 2018a, Moustafa, 2013). De esta manera, resulta sumamente
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importante entender los mecanismos neuronales que subyacen la flexibilidad cognitiva

facilitada por la neurogenesis hipocampal adulta.
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3 Planteamiento

El hipocampo es una estructura cerebral encargada del procesamiento,
almacenamiento y evocacion de las memorias espaciales. Asimismo, es una de las regiones
cerebrales que posee la capacidad de generar nuevas neuronas durante toda la vida de la
mayoria de los mamiferos. Esta caracteristica ha impulsado una busqueda sobre su posible
significado biologico en procesos de memoria y aprendizaje. Con relacion a esto, uno de los
procesos de memoria que se ve afectado por la NHA es la consolidacion de engramas
espaciales. Durante la consolidacion de engramas espaciales es el hipocampo que en primera
instancia se encarga de codificar los engramas espaciales, posteriormente esta traza de
memoria migra a modulos corticales donde consolida. No obstante, este proceso puede
modificarse con la integracion de nuevas neuronas dentro del circuito hipocampal. De esta
manera, se ha observado que la NHA promueve el re-arreglo de circuitos desplazando las
conexiones previamente establecidas, y creando un nuevo sustrato neuronal para la
codificacion de memorias espaciales nuevas. Como resultado, el hipocampo tiene la
capacidad de reemplazar engramas espaciales antiguos con poca relevancia y reemplazarlos
por engramas nuevos mas importantes. Esta plasticidad del circuito hipocampal podria
permitir la expresion de la flexibilidad cognitiva espacial necesaria para cambiar rapidamente
entre trazas de memoria segun las exigencias ambientales. Ademas de esto, se ha observado
gue la NHA induce la activacion de la CPFm para llevar a cabo tareas con cambios de
paradigma. Con estas ideas en mente, nosotros nos preguntamos si la NHA mejora la
flexibilidad cognitiva espacial en el laberinto acuatico de Morris, a través de la activacion

del hipocampo y la CPFm.
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4 Hipotesis
La neurogénesis hipocampal adulta facilita el reclutamiento diferencial de estructuras

cortico-hipocampales modificando la consolidacion de engramas y promoviendo la

flexibilidad cognitiva.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar si el aumento de la neurogénesis hipocampal promueve flexibilidad
cognitiva espacial, a través del reclutamiento diferencial de estructuras cortico-

hipocampales.

5.2 Objetivos particulares
e Objetivo particular 1 Determinar si el aumento de la neurogénesis hipocampal
promueve la flexibilidad cognitiva espacial en el laberinto acuatico de Morris.
e Objetivo particular 2 Establecer una correlacién entre la conducta de flexibilidad y el
aumento de neurogeénesis hipocampal usando DCX.
e Objetivo particular 3 Determinar que estructuras cortico-hipocampales se estan

activando durante la prueba de flexibilidad cognitiva.
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6 Materiales y método

6.1  Animales y aparatos

6.1.1 Animales

Declaracion de ética. Todos los experimentos realizados en este proyecto fueron aprobados
por el comité de ética de la Facultad de Ciencias con el oficio CEARC/Bioética/02032021. Por lo que
los protocolos se apegaron de manera estricta a los lineamientos de bioética de la UNAM que se

corresponden con estandares internacionales.

Crianza. Se utiliz6 la primera generacion de ratones de la cruza (cruza C/B) entre la cepa
C57BL/6 y BALB/c, ambas cepas fueron proporcionado por el bioterio de la Facultad de Ciencias. La
crianza y el mantenimiento fueron responsabilidad del experimentador. Se utilizaron ratonas BALB/c
de dos meses de edad, las cuales se cruzaron con machos C57BI/6. Se escogieron como madres las
ratonas BALB/c debido a que presentaron mejores patrones de crianza que las ratonas de la cepa
C57BI/6. Se optd por crear la cepa C/B debido a que se ha reportado que esta cruza se adapta mejor al
manejo humano y a la experimentacion conductual (Carola et al., 2004). Para llevar a cabo la cruza,
se colocaban dos hembras por un macho en una caja convencional de acrilico de 19x29x12 cm con
rejilla metalica como tapa, en donde se les proporciond comida especifica para madres gestantes
(Comida en pellets para roedor 5008, Labdiet). Los machos permanecieron al menos diez dias con las
hembras para que las hembras tuvieron dos ciclos estrales y asegurar la fecundacion; posterior a ello
los machos eran removidos. Las hembras de pie de cria s6lo podian realizar tres apareamientos con
cruza exitosa; no obstante, los machos fueron utilizados como pie de cria de 6 meses a 1 afio. Las
hembras gestantes fueron separadas una semana antes del parto y se colocaron en cajas estandar de
acrilico, junto con una madriguera y material de nidificacion. Las madres y sus crias recién nacidas no

fueron molestadas por al menos 5 dias después del parto, esto para evitar estrés; pasado este tiempo el
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experimentador estuvo en contacto directo con las crias para acostumbrarlas a la manipulacion

humana.

Destete y experimentacion. Pasados 21 dia de crianza los animales fueron destetados y sexados
para ser pasados a su cajas-hogar, asimismo se les cambio el tipo de comida (Comida en pellets para
roedor 5001, Labdiet). Se utilizaron tanto hembras como machos de dos meses de edad con un peso
de entre 22-24 g para hembras y 30-34 g para machos. Los ratones fueron colocados en grupos de 3-4
animales en cajas de acrilico de estandar en un cuarto con ciclo de luz-oscuridad 12/12 horas en un
ciclo normal (luz: 7am- 7pmy oscuridad 7pm-7am). La temperaturay la humedad fueron controladas
para que permanecieran bajo nuestros estandares de calidad (temperatura = 22+2 °C y humedad = 40-
60%). Tanto los animales de pie de criay los animales de experimentacion tuvieron comida y agua ad

libitum.

6.1.2 Aparatos conductuales

Para esta investigacion, se hizo uso de un laberinto acuatico de Morris de fibra de vidrio, con
fondo y paredes blancas con las siguientes medidas 120d x 40h cm. Asimismo, se elabord una
plataforma de acrilico transparente (en el Laboratorio de Materiales de la Facultad de Ciencias de la
UNAM) pintada de color blanco de 10 cm de diametro, colocada 0.5 cm por debajo de la superficie
del agua. El agua del laberinto se pint6 con pintura blanca acrilica no toxica. El agua se coloreaba hasta
que la plataforma de acrilico fuera imperceptible a la vista humana. El agua fue calentada a 25+1 °C
con ayuda de dos resistencias de 1200 W con termostato. Igualmente, para mantener la circulacion del
agua se sumergio una bomba de aire (Lawn industries, modelo WP-1200). Las condiciones de luz y
temperatura fueron controladas, siendo que el cuarto de experimentacion se mantuvo a 22+2 °C y una
intensidad luminica de 24 Ix (luxes) en el entrenamiento y pruebas posteriores, y 170 Ix durante el pre-

entrenamieto.
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En el cuarto en donde se encontraba el laberinto se colocaron cuatro pistas espaciales hechas
de tela blanca (90 x 90 cm) y en el centro un simbolo de color negro, para que los animales se guiaran
dentro del laberinto. Las pistas fueron colocadas en las paredes de la habitacion en cada uno de los
puntos cardinales a una distancia de 60 cm arriba del borde del laberinto. De igual manera, para el
analisis de la conducta, el laberinto fue dividido virtualmente en cuatro cuadrantes y cuatro zonas. Las
zonas fueron estandarizadas a 20 cm de diametro alrededor de la ubicacion de la plataforma o el
annulus y situadas en el centro de cada cuadrante (Figura 7A 'y B), esta division se realizd con ayuda

del software de conducta AnyMaze™, en donde se recre6 un mapa del laberinto acuatico.
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Figura 6 Esquematizacion del laberinto acuatico de Morris.

A) Se ilustra los cuadrantes en los que se dividi6 el laberinto, asi como las posiciones de las pistas
espaciales. Se muestra remarcado en color rojo el cuadrante en donde se coloco la plataforma
durante el entrenamiento. B) Se esquematiza las zonas en las que fue dividido el laberinto,

marcando con rojo la zona en donde se colocd la plataforma durante el entrenamiento.
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6.2 Entrenamiento en el Laberinto acuatico de Morris

6.2.1 Manipulacion y pre-entrenamiento

Los animales utilizados para llevar a cabo esta investigacion desde su nacimiento hasta su
deceso fuero manipulados por el experimentar, por lo que estaban habituados a tratar con humanos.
No obstante, una semana antes de comenzar el entrenamiento en el laberinto acuatico, los animales
fueron manipulados en el cuarto de conducta donde se encontraba el laberinto de Morris. Cada animal
fue manipulado durante al menos 5 minutos diariamente durante dos semanas previas al entrenamiento
Esta parte del experimento tuvo como objetivo habituar a los animales a la constante manipulacion y
movimiento dentro de la mano del experimentador, bajando asi el estrés generado durante el

aprendizaje de la tarea.

El siguiente paso del experimento fue pre-entrenar a los ratones en el laberinto acuatico.
Durante el pre-entrenamiento las pistas espaciales se ocultaron utilizando una cortina negra colocada
alrededor del laberinto. De esta manera los animales solo estaban siendo habituados al laberinto, al
nado y al proceso de busqueda de la plataforma seca. Por otro lado, la plataforma era visible gracias a
una bandera negra de polietileno (15 cm), a diferencia de los entrenamientos espaciales donde la
plataforma no es visible. El primer dia de pre-entrenamiento la plataforma fue colocada en el centro
del laberinto y los ratones tuvieron 60 s para encontrarla (Figura 8A y B). Si el raton no encontraba la
plataforma en ese tiempo, era guiado por el experimentador hasta la plataforma. Se realizaron 4
ensayos de 60 s y se consideraba que el ratén habia aprendido la contingencia (llegar a la plataforma
dentro de los 60 s) si realizaba 3 ensayos seguidos correctos. De no ser asi, el animal era colocado en

el laberinto dos veces mas hasta conseguir la conducta esperada.

El segundo dia de pre-entrenamiento se realizaron 4 ensayos de 60 s, en cada ensayo la

plataforma con la bandera se movia aleatoriamente dentro de los 4 cuadrantes. De esta manera, los
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ratones fueron motivados a buscar la plataforma. De igual manera, se consideraba que los ratones
aprendian esta contingencia si realizaban 3 ensayos seguidas correctas. El laberinto acuatico de Morris
es una tarea espacial ampliamente usada, pero que se ha observado modifica los niveles de estrés en
ratones (Harrison et al., 2009). Asimismo, en los experimentos de estandarizacion de esta conducta en
nuestro estudio (no se muestran) observamos que el primer dia de entrenamiento pasaban la mayor
parte de tiempo mostrando comportamiento tigmotéxico, una conducta asociada a estrés (Huang et al.,
2012). Ademas de esto, esta tarea requiere no sélo de aprender estrategias de navegacion, sino que los
ratones aprendan que la plataforma es un lugar seguro y que deben esperar ahi hasta que el
experimentador los remueva; la fuerza y coordinacién para subir a la plataforma; aprender a nadar
mientras buscan la plataforma, entre otros. Por esta razon, varios otros estudios han incluido un pre-
entrenamiento en donde los ratones se familiarizan con los componentes no espaciales de la tarea, y
con ello se reduce considerablemente el estrés y ansiedad que se observa el primer dia de entrenamiento

(Morris, 1989, Beiko et al., 1997, Warburton et al., 1999, Da Cunha et al., 2007).
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Figura 7 Esquematizacion del laberinto acuatico de Morris durante el pre-entrenamiento

A) Esquematizacion del laberinto durante el primer dia de pre-entrenamiento, se ilustra un cuadro
negro alrededor del laberinto que representa la cortina negra que evita que los ratones vean las
pistas. Asimismo, el laberinto es dividido en cuadrantes y zonas, siendo que a centro del laberinto
se encuentra la plataforma sefializada con una bandera negra. B) Esquematizacion del laberinto el
dia 2 del pre-entrenamiento, la divisién de los cuadrantes y la cortina negra siguen a disposicion del
primer dia, en esta ocasion se ilustra que la plataforma junto con la bandera negra cambia de lugar

entre cada sesion de entrenamiento (flechas naranjas).

6.2.2 Entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris

Para evaluar como la neurogénesis hipocampal adulta participa en una tarea de flexibilidad
cognitiva, los animales fueron sometidos a un protocolo conductual que evalia memorias espaciales
dependiente del hipocampo. El laberinto acuatico de Morris, utilizado cominmente para evaluar el
aprendizaje y evocacion de la memoria (Vorhees y Williams, 2006) es utilizado en este trabajo para
evaluar flexibilidad cognitiva. Hemos seguido protocolos utilizados de manera robusta con
anterioridad, incorporando un entrenamiento reverso para evaluar flexibilidad cognitiva espacial

(Boulougouris et al., 2007)
Entrenamiento.

Durante el primer dia de entrenamiento las pistas espaciales fueron visibles y se mantuvieron
en la misma posicion hasta concluir el experimento. Asimismo, la plataforma ya no se encontraba
sefializada y permanecié en el cuadrante noreste (NE) durante todo el entrenamiento. Los animales
fueron entrenados para encontrar la plataforma en 6 ensayos repartidos en 2 sesiones, durante 4 dias
consecutivos. En cada ensayo el raton era colocado en el laberinto desde alguno de los 4 puntos
cardinales de manera aleatoria. Es importante sefialar que el punto de partida de cada entrenamiento
cambiaba al pasar de los dias. Cada ensayo tuvo una duracion de 60 s, si al concluir este tiempo el

raton no llegaba a la plataforma, este era guiado por el entrenador. Al llegar a la plataforma, el
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entrenador esperaba 15 s antes de pasar por el ratén y llevarlo al siguiente punto de partida; esto con
el fin de que el raton reconociera su situacion espacial. Durante los 4 dias de entrenamiento se
cuantifico el tiempo que les tomaba a los ratones llegar a la plataforma, asi como la velocidad y

distancia recorridas con ayuda del Software de conducta AnyMaze®©.

Concluido el entrenamiento, el dia 5 los animales fueron sometidos a una prueba (prueba 1) de
memoria, en donde se evaluo si los animales aprendieron la ubicacion correcta de la plataforma. Para
esto, la plataforma de acrilico fue removida y las pistas contextuales permanecieron intactas. De esta
manera solo aquellos ratones que fueron capaces de generar un mapa espacial del laberinto para
encontrar la plataforma encontrarian la ubicacién correcta, aunque la plataforma no estuviera presente.
Para asegurarnos que los ratones habian generado un mapa espacial del laberinto, se cuantifico el
tiempo que pasaron en el cuadrante o la zona correcta; de la misma forma se cuantificaron los cruces
por el annulus. Al terminar la prueba, se analizé el porcentaje de tiempo que los animales pasaron en
el cuadrante y la zona correcta, siendo que estos debian ser mayores al 25% y 11% respectivamente,
para considerar que los animales habian generado una memoria espacial del laberinto. Si alguno de los
ratones no cumplia con este criterio, era excluido del experimento. Los porcentajes de tiempo para
exclusidn se establecieron tomando en cuenta el tiempo minimo que de manera aleatoria los ratones
podrian pasar por el cuadrante y zona correctos. Esto significa que de manera aleatoria los ratones
pueden pasar una cuarta parte del tiempo en el cuadrante correcto (25%) o casi una octava parte de

tiempo en la zona correctas (11%).

Una vez aplicados los criterios de exclusion, se procedid a separar de manera aleatoria a los
animales en dos grupos: no enriquecido (no-EE) y enriquecido (EE). Cualesquiera que fuese el grupo
en el que se encontraran los ratones, estos permanecieron 28 dias en su casa/hogar recibiendo el
tratamiento correspondiente. Pasados los 28 dias los ratones fueron sometidos a una prueba de

retencion de memoria (prueba 2) para observar la evocaciéon de la memoria espacial. Durante esta
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prueba se cuantificé el porcentaje de tiempo que los animales pasaron en el cuadrante 0 zona correcta,
asi como los cruces en el annulus. Cabe mencionar que durante la prueba 2, las pistas espaciales

estaban colocadas en las mismas posiciones que 28 dias antes.

Entrenamiento reverso

Al dia siguiente de la prueba 2, los animales fueron sometidos a un protocolo para evaluar
flexibilidad cognitiva. Este consistio en entrenar a los ratones en el mismo laberinto, pero cambiando
la ubicacion de la plataforma al cuadrante opuesto, por lo que la nueva ubicacion seria el cuadrante
sureste (SE). Es importante sefialar que las pistas espaciales no fueron cambiadas de posicion, esto con
el fin de evaluar si los animales eran capaces de generar un nuevo mapa espacial para encontrar la
nueva ubicacion de la plataforma (flexibilidad cognitiva). EI entrenamiento reverso consistio en 6
ensayos repartidos equitativamente en dos dias. Cada ensayo tenia una duracion de 60 s y si los
animales no encontraban la plataforma eran guiados hasta ella. De igual manera, los ratones
permanecieron 15 s sobre la plataforma para que aprendieran su nueva ubicacion. Al término del
entrenamiento reverso los ratones eran sometidos a una prueba de flexibilidad cognitiva espacial
(prueba 3), para evaluar la capacidad de ambos grupos para encontrar la nueva ubicacién. Es decir,
esta prueba evalla la flexibilidad cognitiva, la cual permite la incorporacion de nuevas memorias
dentro del circuito preexistente. Posteriormente, los animales fueron sacrificados 90 min después de
la prueba 3 y sus cerebros se colectaron para evaluar marcadores de actividad neuronal, proliferacién

neuronal y nimero de neuronas nuevas.

Todos los entrenamientos y pruebas conductuales fueron realizadas entre las 10 de la mafiana

y 13 de la tarde, en un horario constante.

49



Entrenamiento Reversa

Dia 5 Dia 33 Dia 36
Enriquecimiento
{*d> I:‘ ‘— : | Perfusion
2 dias 4 dias 28 dias 2 dias 90 min
Pre-entrenamiento Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3

Figura 8 Esquematizacion del protocolo experimental en el laberinto acuatico de Morris

En este protocolo de entrenamiento se llevaron a cabo 2 dias de pre-entrenamiento antes de
comenzar el entrenamiento en sentido estricto. Se realizaron 4 dias de entrenamiento, seguidos de
1 dia de prueba de aprendizaje (prueba 1). Posterior a esto se llevé a cabo el incremento de NHA
por enriquecimiento ambiental y ejercicio aerébico. Al cumplir los 28 dias de enriquecimiento los
animales pasaron por una prueba para evaluar retencion de memoria (prueba 2). Al dia siguiente
los animales pasaron por un entrenamiento reverso y finalizo el experimento con una prueba de

flexibilidad cognitiva espacial (prueba 3).

6.3 Incremento de la neurogénesis

Para poder contestar nuestra pregunta de investigacion, llevamos a cabo un protocolo de
enriquecimiento ambiental y ejercicio aerdbico, ambos han demostrado aumentar la neurogénesis
hipocampal (van Praag et al., 1999b, van Praag et al., 2005). Los animales fueron colocados en cajas
de vidrio transparente construidas por el Taller de Materiales de la Facultad de Ciencias. Las
dimensiones de las cajas fueron de 30x32x20 cm, con una tapa de acrilico con agujeros para permitir
la circulacién de aire. Asimismo, los animales eran colocados en grupos de 2 a 3 individuos por caja.
En este protocolo los animales tuvieron acceso a una rueda de ejercicio, una casa-refugio, tineles para
jugar y material para roer (Figura 10). El protocolo de enriquecimiento ambiental tuvo una duracion
de 28 dias, establecido asi por ser el periodo que se necesita para que una neurona nueva para madurar
y conectarse exitosamente al circuito preexistente; generando el fendmeno de olvido, crucial para esta

investigacion (Akers et al., 2014).
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Figura 9 Enriquecimiento ambiental

A) Vista latera de la caja de enriquecimiento ambiental, en donde se observa la rueda de ejercicio
aerdbico al fondo, un tunel y una madriguera de color rojo. Asimismo, el alimento y agua se
localizan a una altura que el animal pueda alcanzarla. B) Vista superior de la caja de

enriquecimiento, se observa la disposicion del alimento, la rueda, la madriguera y el tunel.

6.4 Protocolo para realizar inmunotinciones

6.4.1 Perfusion y preparacion de cerebros

Perfusion. Posterior a la prueba de flexibilidad cognitiva, 90 min después de ella, los animales
fueron sacrificados por perfusion. Se utiliz6 una dosis letal de pentobarbital sédico en una dosis de
210 mg/kg (Pisabental ®, en solucion salina 0.9%), la cual fue inyectada de manera intraperitoneal
con una jeringa de insulina. Una vez que los ratones estaban anestesiados y no presentaban signos de
sensibilidad muscular no autonoma, fueron colocados en una rejilla metélica en posicién dorsal. Con
ayuda de unas tijeras quirurgicas se realiz6 una incision en el abdomen para abrir la caja toracica y
exponer el corazon del raton. Inmediatamente, con ayuda de unas pinzas de sujecion se tomé con
cautela la punta del corazon y se inserté una aguja sin bisel en el ventriculo izquierdo para entrar a la
circulacion mayor. Se perfundio con ayuda de una jeringa, 50 ml de solucién salina al (NaCl 0.9%,
Sigma), a una velocidad de 15 ml por minuto. Una vez que se limpiaron los tejidos, se cambio la

solucion salina por 50 ml de paraformaldehido (4%, Sigma) para fijar el tejido. Al término de la
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perfusion se decapito al raton y el craneo fue extraido. El cerebro junto con el craneo fue guardado

durante dos dias en una solucion de paraformaldehido al 4%.

Preparacion de las secciones. Los cerebros fueron extraidos del craneo y se colocaron en una
solucion de sacarosa (30%, Baker, en PBS 1X). Una vez que la sacarosa habia embebido el cerebro,
esto se observd cuando el cerebro llegd a la base del frasco, se consideraba que estaba listos para ser
cortados. Se utilizé un criostato (CM 1520; Leica) a —20 °C, para hacer cortes de 50 um y estos se
colectaron en cajas de cultivo de 12 pozos con anticongelante (40% glicerol, J. T. Baker; 10% etilén
glicol, J. T. Baker; en PBS 1X) y permanecieron guardadas a -20 °C hasta su uso. Cada seccién de
cerebro fue colectada cuidadosamente de la siguiente manera: la seccion 1 se coloco en el pozo 1, la
seccion 2 en el pozo 2 y asi sucesivamente hasta llenar los 6 pozos de cada fila; posteriormente la
seccion 7 se colocaba en el pozo 1, la seccién en el pozo 2 y asi sucesivamente hasta colectar todas las
estructuras de interés (Figura 11). Esta manera de recoleccién permitié que en cada pozo de cultivo
hubiera secciones de cerebro separadas por 300 um y tener un muestreo aleatorio al momento de

realizar las inmunotinciones (ver Figura 11).
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Figura 10 Esquematizacion el procedimiento de preparacion de cerebros

A) Se ilustra el proceso de recoleccion de secciones dentro de una caja de cultivo de 24 pozos, las
flechas amarillas representan que en cada fila se recolecta el tejido de un solo animal y en azul el

proceso de recoleccion. B) Se ilustra con una flecha en rojo que de un solo pozo se realiza el montaje

de tejido, siendo que estos tejidos representan una muestra aleatoria.

6.4.2 Dia 1 de inmunohistoquimica

Pare comenzar el proceso de inmunohistoquimica, se tomo un solo pozo de las cajas de cultivo
y las rebanadas de cerebros fueron colocadas en laminillas de vidrio previamente gelatinizadas
(grenetina y cromalumina); de esta manera las rebanadas serian capaces de pasar por el proceso
siguiente. Las laminillas fueron colocadas en una solucion de paraformaldehido al 4 % and PBS 1X
durante 30 min, con el fin de terminar de fijar el tejido. Posteriormente, las laminillas pasaron por un
gradiente de alcoholes, 75%, 100% (1), 100% (2) y Xileno 100% y pasaron 5 min en cada uno de ellos.
Al terminar, las laminillas pasaron por el gradiente de regreso, quedandose 2 min en cada uno de los
alcoholes. Este proceso tuvo como finalidad precipitar las proteinas del tejido y de la gelatina para que
ambas se volvieran insolubles y permanecieran adheridas una a la otra, asi como al vidrio. Finalmente,

las laminillas fueron enjuagadas con PBS 1X durante 10 min.

Recuperacion del antigeno. Pasados los 10 min de enjuague, las laminillas fueron colocadas en
una caja coplin de plastico en donde estuvieron inmersas en un buffer de citratos (0.01 M, 0.05 %
Tween-20, pH 6 ajustado con NaOH, Sigma) para DCX y Ki67, mientras que para c-Fos se utilizé un
buffer de EDTA (0.01 M) pH 8.0 con 0.05% Tween-20. Adicionalmente, esta caja Coplin se colocd
dentro de una olla con agua, la cual fue sometida a presién. De esta manera las proteinas del tejido
fueron desnaturalizadas y se expuso el lugar de unién del anticuerpo primario. Al terminar, se

realizaron 2 lavados de 5 minutos con PBS 1X.
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Bloqueos. Inmediatamente después de los lavados con PBS, se vertio una solucion de perdxido
de hidrogeno al 3 % solucién final (Peroxido de hidrégeno al 30% en PBS Sigma), a las laminillas.
Esto fue con la finalidad de bloquear las peroxidasas enddgenas del tejido, que pudieran interferir con
la solucidn de revelado. A continuacion, las laminillas fueron lavadas con TBS-T 1X (0.1M, 0.05%
Tween, pH 7.4, Sigma), se realizaron 2 lavados de 5 min cada uno. Al terminar los lavados, los tejidos
fueron desprendidos cuidadosamente de las laminillas con ayuda de una navaja, y colocados dentro de
pozos para cultivo con 1 ml de solucion de bloqueo de proteinas (1% Albimina de Suero Bovina
(BSA), santa Cruz Biotechnology; 1% Suero Normal de Cabra NGS, Jackson, en TBS-T). Este paso
es necesario para eliminar cualquier proteina cargada que pudiera ser confundida por el anticuerpo.
Los tejidos se mantuvieron sumergidos en la solucion de bloqueo durante 1 h en agitacion, 120 rpm

(revoluciones por minuto).

Colocacion del anticuerpo primario. Posterior a la hora de blogueo de proteinas, se procedié a
colocar el anticuerpo primario. Se utilizaron tres diferentes anticuerpos; Doblecortina Conejo
Monoclonal #4604S 100 UL (Cell Signaling Technology) a una concentraciéon de 1:8000 y c-Fos
Conejo Policlonal #CU115933 (Abcam) a una concentracion de 1:4000. Se colocd 1 ml de solucidn
1:2 con anticuerpo primario y solucion de blogueo en los pozos de cultivo y los tejidos permanecieron

sumergidos en ella durante 48 h a 120 rpm.

6.4.3 Dia 2 de inmunohistoquimica

Colocacion del anticuerpo secundario. Pasadas las 48 h de incubacién del anticuerpo primario,
los tejidos fueron lavados con TBS-T 1X, para esto se realizaron 6 lavados de 10 min cada uno con
TBS-T 1X. Pasada la hora de lavados se colocé el anticuerpo secundario en una solucion 1:2 de
solucion de bloqueo, a una concentracion de 1:1000 para DCX, mientras que para c-Fos se empled una
concentracion de 1:4000. Los tejidos permanecieron embebidos en el anticuerpo secundario por una

hora a 120 rpm.
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Colocacion del complejo avidina-biotina. Al terminar la hora de incubacion del anticuerpo
secundario, los tejidos fueron lavados nuevamente. Para esto, se realizaron 6 lavados de 10 min cada
uno con TBST-T 1X. Durante el tercer lavado se prepard el complejo avidina-biotina (ABC) en una
solucion de TBS-T 1X, utilizando el kit ABC-peroxidasa Elite VECTASAN®. Una vez que se

terminaron los lavados, los tejidos fueron colocados en el complejo ABC durante una hora a 120 rpm.

Revelado del tejido. Posterior a la incubacion del complejo ABC, se realizaron 6 lavados de 10
min cada uno con TBST-T. Durante el quinto lavado se preparé la solucién de revelado. Primero se
vertio Ni (25 mg/mL, Sigma) en TBS-T 1X, posteriormente el DAB (diaminobenzidina, 20mg/mL,
Sigma), se agitd la solucion con ayuda de un vortex, después fue aforada usando TBS-T 1X, a la
cantidad que fuera necesaria segun el numero de pozos a revelar, y por Gltimo se afiadio el perdxido
1:4000 (30%, J. T. Baker). Tras el tltimo lavado, se colocaron las rebanas en una caja de cultivo limpia
y se colocd 1 mL de solucion de trabajo DAB-Ni (1:60 Ni, 1:60 DAB, 1:4000 H20, en TBS-T) en
cada pozo. La reaccion fue monitoreada a partir de los 5 minutos colocando una rebanada en una
laminilla gelatinizada observada en el microscopio. Después de confirmar una buena sefial la reaccion
se detenia usando TBS-T 1X. Para finalizar, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T 1X,y

permanecieron en TBS-T hasta ser montadas en laminillas gelatinizadas.

Contratincion del tejido. Después de colocar los tejidos en laminillas, estas se dejaban secar el
tiempo que fuera necesario para que se adhirieran al vidrio. Las laminillas ya secas, eran colocadas en
una caja coplin con Verde de Metilo (1%, p.H. 4.2 ajustado con Buffer de Acetatos 0.1M, J. T. Baker)
durante 20 minutos a 120 rpm. Pasado el tiempo, se enjuagaba con agua destilada. Después eran
colocadas en alcohol al 95%, seguido de alcohol 1 100%, luego a alcohol 2 100% y por ultimo a Xileno
100%. Para finalizar se vertio Permount (Fisher) en las laminillas y se les coloco un cubreobjetos. Se
dejaron secando las laminillas durante varios dias hasta poder ser usadas para realizar los conteos

pertinentes.
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6.5 Procesamiento de datos

Conteos celulares. Una vez obtenidas las laminillas con las secciones ya tefiidas, se procedié a
realizar los conteos celulares para c-Fos o DCX. En el caso de las células +DCX los conteos se
realizaron de manera manual utilizando un microscopio 6ptico (Nikon Eclipse) con el objetivo de 40x
(N.A. 0.75) y unaaplicacién para contar (Tally Counter, 2.1.3 v). Los conteos se realizaron por seccion,
siendo que por cada animal se contaban alrededor de 12 secciones de hipocampo, al final se obtuvo un

promedio de secciones por animal.

Por otro lado, los conteos para las células +c-Fos se realizé de manera semi-manual: se tomaron
fotografias por seccion de las estructuras de interés (GD, CA3, CA1, COFy CCA) con un microscopio
optico (Nikon Eclipse) con el objetivo de 10x (N.A 0.30) con ayuda de programa AmScope (x64,
3.7.7303) y una camara digital (AmScope, MU 1000). Cada fotografia fue procesada con el programa
ImageJ (1.48 v) en el cual de manera manual fue seleccionada el area de cada estructura, utilizando
siempre un Atlas de Histologia como referencia (Paxinos y Franklin, 2019), y posteriormente se
marcaron manualmente los nucleos +c-Fos. Utilizando el programa ImageJ fue posible obtener la
densidad utilizando los datos de area en um? y nimero de nlcleo +c-Fos previamente marcados

manualmente.

Analisis de datos celulares. Los datos obtenidos acerca de la densidad de +cFos y el nimero
de células +DCX fueron graficadas utilizando el programa GraphPad Prism® (7 v) y todas las pruebas
(t de Student y Correlacién de Pearson) estadisticas para observar si existian diferencias significativas

fueron realizadas en el software Statistica64© (10 v).

Analisis de datos conductuales. La conducta de los animales fue grabada automaticamente por
el programa AnyMaze (version 5.0) para poder obtener el tiempo que pasaron los animales en cada

cuadrante y zona del laberinto, asi como los cruces por el annulus. De esta manera se pudo cuantificar
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el porcentaje de tiempo que los animales pasaron por el cuadrante y zona correcta; asimismo se
graficaron los datos conductuales con el programa GraphPad Prism® (7 v) y los analisis estadisticos
se realizaron en el programa Statistica64© (10 v). Las pruebas estadisticas que se llevaron a cabo
fueron ANOVAS de dos vias de medidas repetidas, U de Mann-Whitney y post-hoc Sidak, siendo que

tomamos que existian diferencias significativas una p con un valor menor a 0.05.

8 Resultados

8.1 El enriquecimiento ambiental promueve la flexibilidad cognitiva espacial y esto correlaciona

con el aumento de neurogénesis hipocampal.

Para evaluar cuales son las estructuras que se reclutan durante la tarea de flexibilidad cognitiva
espacial se llevo a cabo el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. Se puede observar que las
latencias para encontrar la plataforma sumergida decrecieron significativamente con el paso de los dias
tanto en el grupo EE como en el no-EE (Figura 11A) (ANOVA de medidas repetidas, interaccion F (s,
57y = 1.09, p = 0.35; tiempo F 3,57 = 20.65, p < 0.0001; grupo, F (1,57) = 0.004, p = 0.95), mostrando
una curva de aprendizaje esperada para esta conducta. La velocidad de nado durante las sesiones de
aprendizaje no presentd cambios a través del tiempo (Figura 11C) (ANOVA de medidas repetidas,
interaccion, F 3,57 = 1.08, p = 0.36; tiempo, F @,57) = 21.82, p < 0.0001; grupo, F 1,57y = 0.34, p =
0.56), este resultado muestra que no hubo conductas de ansiedad o motrices que afectaran el
entrenamiento. Por otro lado, la distancia recorrida por los animales a través del entrenamiento
disminuyé con el paso de los dias sin que los grupos mostraran diferencias entre si (Figura 11B)
(ANOVA de medidas repetidas, interaccion, F 3,57y = 0.21, p = 0.89; tiempo, F (3,57) = 3.18, p < 0.03;

grupo, F (3,57 = 0.005, p = 0.94).
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Figura 11 Entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris.

A) Se muestra la latencia en segundos que tardan los animales de ambos grupos en encontrar la
plataforma, siendo que ambos grupos se comportaron igual. B) Se muestra la distancia (m)
recorrida en cada uno de los dias de entrenamiento, la cual no fue diferente entre grupos. C) Se
observa la velocidad (m/s) de los animales durante cada dia de entrenamiento. D) Se muestra el
camino recorrido por un animal representativo de cada grupo durante una sesion por dia de
entrenamiento. El punto rojo dentro del esquema representa la llegada a la plataforma y el final de
la sesion, por otro lado, el punto azul representa el lugar de inici6 de la sesion. Al esquema del
laberinto acuético se le ha agregado los puntos cardinales que se usaron para realizar el analisis de
conducta, siendo que en el lugar NE es donde se establecid el cuadrante y zona correctas.
Asimismo, el esquema se encuentra dividido en cuadrantes y zonas, y se ha sefialado el anillo

donde se la plataforma (NE).

Al dia siguiente de finalizado el entrenamiento, los animales fueron sometidos a una prueba de
retencién de memoria espacial retirando la plataforma de escape y rastreando las rutas seguidas por
los animales en el laberinto. En esta primera prueba de retencién se observo que ambos grupos pasaban
mayor tiempo en el cuadrante blanco con respecto a los otros tres cuadrantes (Figura 12B) (ANOVA
de medidas repetidas, Interaccion F (1,19) = 0.11, p = 0.75; Cuadrante F (1, 19) = 144.2, p < 0.0001; Grupo
F @ 19 = 0.12, p = 0.73). Asimismo, los animales pasaron mayor porcentaje de tiempo en la zona
circular de 20 cm de diametro alrededor de donde se encontraba la plataforma (Figura 12C) (ANOVA
de medidas repetidas: Interaccion F (1, 190 = 0.002, p = 0.96; Cuadrante F (1, 19 = 140.5, p < 0.0001;
Grupo F (1,199 = 0.21, p = 0.65). Este patron fue consistente para el numero de cruces para ambos
grupos (Figura 12D) (Prueba de Mann Whitney, U =39, n; = 12, n, =9, p = 0.29). Por lo tanto, todos
los animales aprendieron la ubicacién de la plataforma utilizando la orientacion espacial durante las
sesiones de entrenamiento inicial. Asimismo, debido a que en todo el experimento se utilizaron

hembras y machos, se decidio realizar una ANOVA factorial para buscar si el sexo tenia un efecto en
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la conducta. El resultado de esta prueba permitié establecer que los resultados encontrados en la

conducta no se ven afectados por el sexo de los ratones en ninguno de los grupos (ANOVA factorial

de porcentaje en zona vs sexo: F (1,17 = 0.04, p = 0.84).
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Figura 12 Prueba de retencion de memoria un dia después de finalizado el entrenamiento

A) Se muestra en el panel superior el recorrido de un animal representativo de cada grupo, en
donde se observa que pasaron mayor tiempo en la zona y cuadrante NE. El punto rojo dentro del
esquema representa el final de la sesion y el punto azul representa el lugar de inicié de la sesion (S
= sur). Asimismo, en el panel inferior se muestran los mapas de calor durante esta prueba, siendo
gue entre mas rojo mayor tiempo significaba que el animal pasaba mas tiempo en ese lugar. La
barra de escala representa 5 s. B) Se muestra el porcentaje de tiempo que los animales pasaron en el
cuadrante blanco (b) y en los demés cuadrantes (0), siendo que ambos grupos aprendieron la
ubicacion de la plataforma. C) Se observa el porcentaje de tiempo que ambos grupos pasaron en la
zona blanco (b) y otras zonas (0). D) Se muestra el nimero de cruces en el lugar donde se hallaba la

plataforma de ambos grupos. EE = enriquecido, no-EE = no enriquecido.

A continuacion, un grupo de animales fue sometido a enriquecimiento ambiental y ejercicio
aerobico. Los animales fueron colocados en cajas de enriquecimiento (Figura 13). Por otro lado, los
animales no enriquecidos (no-EE) fueron colocados en cajas de acrilico estandar de colonia. El tiempo
de enriquecimiento fue establecido en 30 dias, ya que en este tiempo las nuevas neuronas proliferan,

maduran y establecen conexiones con CA3 (Hastings y Gould, 1999).
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Figura 13 Distancia y velocidad recorridos durante el periodo de enriquecimiento ambiental

A) Se muestran dos fotografias en posicion lateral y superior de como fueron colocados los
elementos del enriquecimiento ambiental, asi como la rueda de ejercicio. B) Se observa la distancia
(km) recorrida en promedio de todas las cajas de enriquecimiento que se utilizaron en este
experimento. En donde s6lo se muestra la distancia recorrida durante la primera semana de
enriquecimiento, la cual se va incrementando con el paso de los dias. C) Se observa la velocidad
(m/s) en promedio de todas las cajas de enriquecimiento que se utilizaron en este experimento. En

donde sélo se muestra la velocidad durante la primera semana de enriquecimiento, la cual va

incrementando con el tiempo.

62



Pasados los 30 dias de enriquecimiento ambiental y ejercicio aerdbico, los animales fueron
sometidos a una prueba para evaluar la persistencia de la memoria remota espacial. Durante esta prueba
se mostrd una disminucion de retencion en el grupo enriquecido que se interpreta como olvido parcial
del mapa espacial previamente aprendido. El olvido de los animales expuestos a enriquecimiento se
observo en el porcentaje de tiempo que pasaron en la zona o cuadrantes correctos. Una ANOVA de
medidas repetidas demostro que los animales EE pasaron menor porcentaje de tiempo el cuadrante con
la localizacion original de la plataforma en comparacion con el tiempo en los otros tres cuadrantes
(Figura 14B). (ANOVA de medidas repetidas: Interaccion F (1, 19) = 20.66, p = 0.0002; cuadrante F 1,
19) = 0.92, p = 0.35; grupo F (1, 19) = 12.32, p = 0.002; post-hoc Sidak, p < 0.001). Asimismo, los
animales EE pasaron menor porcentaje de tiempo en la zona blanco, delimitada por la circunferencia
de 20 cm de radio alrededor de la plataforma, en comparacién con el tiempo pasado en las otras tres
zonas equivalentes (Figura 14C) (ANOVA de medidas repetidas: Interaccion F (1, 19y = 12.24, p =0.002;
zonaF (1,19)=2.45, p=0.13; grupo F (1,19) = 11.46, p = 0.0031, post-hoc Sidak, p <0.001). Igualmente,
este olvido se observo en el nimero de cruces dramaticamente menor en el grupo enriquecido con
respecto al grupo sedentario (Figura 14D) (Prueba de Mann Whitney, U =22, n1 =12, n, =9, p =
0.02). El fenémeno de olvido es crucial para contestar nuestra pregunta, ya que como hemos
establecido en los antecedentes; el olvido se debe a la integracion de nuevas neuronas en el giro
dentado, que proporcionan un sustrato libre para la codificacion de nuevos engramas sin interferir con

los engramas previamente establecidos.

63



==

(%) aleyuaoloyg

9

12

BEEn
[] no-EEn

(o}

s =
bo b
Cuadrante

80
0-
0

(%) alejuaolod

64



Figura 14 Prueba de retencion de memoria un mes después del enriquecimiento ambiental.

A) Se muestra en el panel superior el recorrido de un animal representativo de cada grupo, en donde
se observa que los animales EE pasaron poco tiempo en la zona y cuadrante NE. El punto rojo
dentro del esquema representa el final de la sesion y el punto azul representa el lugar de inicid de la
sesion (S = sur). Asimismo, en el panel inferior se muestran los mapas de calor durante esta prueba,
siendo que entre mas rojo mayor significaba que el animal pasaba mas tiempo en ese lugar. La barra
de escala representa 5 s. B) Se muestra el porcentaje de tiempo que los animales pasaron en el
cuadrante blanco (b) y en los demés cuadrantes (0), siendo que el grupo EE paso menor tiempo en el
cuadrante b. C) Se observa el porcentaje de tiempo que ambos grupos pasaron en la zona blanco (b)
y en los demas cuadrantes (0), siendo que los animales EE pasaron menor tiempo en la zona b. D)
Se muestra el nimero de cruces en el lugar donde se hallaba la plataforma tanto de los animales no-
EE y los animales EE, el cual fue diferente entre grupos. EE = enriquecido, no-EE = no enriquecido.
Post-hoc Sidak *** p < 0.001, * p < 0.05

La ANOVA factorial entre el porcentaje de tiempo en la zona blanco y el sexo, mostrd que este
altimo no determina la conducta observada para la prueba un mes después del enriquecimiento

ambiental (F (1, 17) = 0.64, p = 0.43).

Al dia siguiente los ratones fueron sometidos al protocolo de entrenamiento reverso, en el
mismo laberinto. Durante el entrenamiento reverso, la plataforma fue colocada en el cuadrante opuesto
al entrenamiento previo; sin embargo, las pistas espaciales permanecieron en el mismo lugar. Esto con
el fin de que los animales crearan un nuevo mapa espacial para encontrar la nueva ubicacion sobre la
misma memoria. Se observo que ambos grupos aprendieron la nueva ubicacion en el mismo tiempo
(Figura 15A) (ANOVA de medidas repetidas: Interaccion F (1,19) = 0.13, p = 0.72; tiempo F (1, 19) =
0.07, p = 0.79; grupo F 1, 19) = 6.53, p = 0.02). Asimismo, se analizo la distancia en la que no hubo
diferencias entre grupos (Figura 15B) (ANOVA de medidas repetidas, Interaccion F (1,19) = 2.61, p =
0.12; tiempo F (1, 190 = 2.66, p = 0.12; grupo F (1, 190 = 2.45, p = 0.13) y la velocidad durante el

entrenamiento reverso, donde se muestra que las latencias no se vieron influenciadas por el impetu de
65



nado (Figura 15C) (ANOVA de medidas repetidas: Interacciéon F (1, 19y = 0.00002, p = 0.99; tiempo F

@ 19) = 1.25, p = 0.28; grupo F (1,19 = 1.48, p = 0.24).
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Figura 15 Entrenamiento reverso en el laberinto acuatico de Morris

A) Se muestra la latencia en segundos que tardan los animales de ambos grupos en encontrar la
plataforma. B) Se muestra la distancia (m) recorrida en cada uno de los dias de entrenamiento. C)
Se observa la velocidad (m/s) de los animales durante cada dia de entrenamiento. D) Se muestra el
camino recorrido por un animal representativo de cada grupo durante una sesion por dia de
entrenamiento. El punto rojo dentro del esquema representa la llegada a la plataforma y el final de
la sesion, por otro lado, el punto azul representa el lugar de inici6 de la sesidén. Al esquema del
laberinto acuético se le ha agregado los puntos cardinales que se usaron para realizar los analisis de
conducta, siendo que en el lugar SO es donde se establecio el cuadrante y zona correctas. Asimismo,
el esquema se encuentra dividido en cuadrantes y zonas, y se ha sefialado el anillo de la plataforma

original en rojo (NE) y el anillo nuevo en azul (SO).

Una vez concluido el entrenamiento reverso, los animales fueron sometidos a una prueba de
retencién de memoria, para evaluar la flexibilidad cognitiva espacial o la retencion del cambio de lugar
de plataforma con las mismas pistas espaciales. En la prueba de flexibilidad se observo que el grupo
con enriquecimiento ambiental mostré mayor retencion de la nueva localizacion de la plataforma, en
comparacion con los animales sin enriquecimiento. Los animales enriquecidos pasaron mas tiempo en
el cuadrante blanco que los no enriquecidos (Figura 16B) (ANOVA de medidas repetidas: Interaccion
F 1, 19 = 13.89, p = 0.001; cuadrante F (1, 19) = 55.86, p < 0.0001; grupo F (1, 19) = 13.89, p = 0.001,;
post-hoc Sidak, p < 0.001). Los animales enriquecidos también pasaron méas tiempo en la zona blanco
alrededor del cuadrante (Figura 16C) (ANOVA de medidas repetidas: Interaccion F (1,19) = 13.48, p =
0.001; cuadrante F (1, 19) = 43.24, p < 0.0001; grupo F (1, 19) = 11.69, p = 0.002; post-hoc Sidak, p <
0.001). De igual manera, podemos observar que el nimero de cruces es mayor en el grupo EE que el
grupo no-EE (Figura 16D) (Prueba de Mann Whitney, U =17.5,n1=12,n2=9, p=0.006). Asimismo,

como en las pruebas anteriores, la ANOVA factorial entre el porcentaje de tiempo en zona y el sexo
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demostrd que la conducta observada no depende del sexo del animal, esto es verdad para el grupo EE

y no-EE (F (1, 17) = 2.46, p = 0.13).
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Figura 16 Prueba de flexibilidad cognitiva espacial

A) Se muestra en el panel superior el recorrido de un animal representativo de cada grupo, en
donde se observa que los animales EE pasaron mas tiempo en la nueva ubicacion NO. El punto
rojo dentro del esquema representa el final de la sesion y el punto azul representa el lugar de
inicid de la sesion (N = norte). Asimismo, en el panel inferior se muestran los mapas de calor
durante esta prueba, siendo que entre mas rojo mayor tiempo significaba que el animal pasaba
mas tiempo en ese lugar. La barra de escala representa 5 s. B) Se muestra el porcentaje de
tiempo que los animales pasaron en el cuadrante blanco (b) y en los demés cuadrantes (0),
siendo que los animales EE pasaron mayor tiempo en el cuadrante b. C) Se observa el
porcentaje de tiempo que ambos grupos pasaron en la zona blanco (b) y en los demés cuadrantes
(0), siendo que el grupo EE paso mayor tiempo en la zona b. D) Se muestra el nimero de cruces
en el lugar donde se hallaba la plataforma tanto de los animales no-EE y los animales EE, el
cual fue diferente entre grupos. EE = enriquecido, no-EE = no enriquecido. Post-hoc Sidak ***

En este experimento se observo que el enriquecimiento ambiental promueve la flexibilidad
cognitiva espacial posiblemente a través de la modificacion de engramas. Por lo tanto, es necesario
evaluar si los niveles de neurogénesis se corresponden con la facilitacion de flexibilidad cognitiva
espacial observada. Para ello se evalu6 la proteina doblecortina (DCX), como marcador de presencia
de neuronas inmaduras (Brown et al., 2003). En el grupo enriguecido se cuantificaron mayores niveles
de neuronas inmaduras DCX+ en comparacién con los no enriquecidos, siendo que hubo un aumento
del 173 % en DCX+ (Figura17Ay B) (to = 3.1, p = 0.01). Asimismo, el nimero de neuronas inmaduras
correlaciond negativamente con la expresion de la memoria espacial tras un mes de enriquecimiento,
lo que implica que ante mayor neurogénesis mas olvido de memoria espacial (Figura 17C)
(Correlacion de Pearson: EE R = -0.51, p = 0.05; no-EE R = 0.94, p = 0.01). Tras el entrenamiento
reverso, se observé una correlacion positiva para el grupo EE pero no el no-EE en las la prueba de

flexibilidad cognitiva, esto significa que a mayor nimero de nuevas neuronas los animales pasan
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mayor tiempo en la nueva localizacion de la plataforma de escape (Figura 17D) (Correlacion de

Pearson: EE R =0.57, p = 0.23; no-EE R =0.57, p = 0.31).
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Figura 17 El aumento de nuevas neuronas correlaciona con la expresion de la conducta durante la

prueba 3, pero no en la prueba 2

A) Se muestra el nimero de DCX+ por seccion en los animales EE y no-EE, siendo que los
animales EE presentar mayor numero de nuevas neuronas. B) Se muestran imagenes
representativas del GD de un animal EE y n animal no-EE, donde se puede observar las nuevas
neuronas tefiidas en negro con DCX 'y las neuronas granulares maduras en azul debido a la tincién
con verde de metilo C) Se observa una tendencia negativa entre el nimero de nuevas neuronas y
la expresion de la conducta durante la prueba 2. D) Se observa una correlacién positiva entre el
numero de nuevas neuronas y la expresion de la conducta durante la prueba 3 en ambos grupos EE

y no-EE. EE = enriquecido, no-EE = no enriquecido. * p < 0.05.
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8.2 El enriquecimiento ambiental promueve la flexibilidad cognitiva espacial reclutando

diferencialmente estructuras hipocampales y corticales

Se cuantifico la cantidad de células positivas al gen de expresion temprana c-Fos, para
determinar neuronas activadas en la prueba de retencion de la nueva localizacion de la plataforma.
Esto con el fin de analizar en qué zonas del hipocampo y de corteza prefrontal hubo cambios de
actividad neuronal en la tarea que implica flexibilidad cognitiva. Por lo tanto, con ayuda de un atlas de
histologia de cerebro de raton se delimitaron las capas CA3, CAly el GD dentro del hipocampo y asi
realizar los conteos respectivos, tanto del hipocampo anterior como posterior. Por otro lado, con ayuda
del mismo atlas de histologia, se delimitd la corteza orbitofrontal lateral y medial, pero los resultados
reportados muestran la cantidad de ndcleos positivos a c-Fos+ en la totalidad de la COF. De la misma
manera se delimitd la corteza cingulada anterior y posterior, siendo que se presentan estos conteos

condensados en una sola gréfica.

De esta manera se pudo observar que en el hipocampo de los animales EE hubo mayor nimero
de nucleos positivos a c-Fos+ en el GD (Figura 18A 'y B) y CA3 (Figura198By C) (GD ts =4.12,p =
0.005; CA3 ts = 9.01, p <0.0001). Por otro lado, la activacion de CA1 entre animales EE y no-EE no
presentd diferencias (Figura 18D y E) (ts = 2.13, p = 0.07). Ademas, se observé la actividad de la COF
y la CCA, siendo que al evaluar la activacion de la CCA se observo que no hubo diferencias entre los
animales EE y no-EE (Figura 19Ay B) (ts = 1.92, p = 0.13). Por otro lado, la COF de los animales EE
presentd mayor nimero de nlcleos positivos a c-Fos+ con respecto a los animales no-EE (Figura 19C

y D) (ts = 3.29, p = 0.017).
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Figura 18 Activacion neuronal en el hipocampo después de la prueba de flexibilidad cognitiva

espacial.

A) Se muestra la activacion neuronal de c-Fos+ por area (100 p?) para el GD, siendo que los
animales EE mostraron mayor activacion. B) Se muestran imagenes representativas del GD de un
animal no-EE y EE, en ddnde se observa en negro los nicleos positivos a c-Fos, siendo mayor en
el grupo EE. C) Se muestra la activacion neuronal para CA3 de c-Fos+ por area (100 p?), siendo
que los animales EE mostraron mayor activacion. D) Se muestran imagenes representativas de CA3
de un animal no-EE y EE, en donde se observa mayor actividad en el grupo EE. E) Se muestra la
activacion neuronal para CA1 de c-Fos+ por area (100 p?), en este caso no hubo diferencias de
activacion neuronal entre los animales EE y no-EE. F) Se muestran imégenes representativas de

CA1 de un animal no-EE y EE, en dénde no se observan diferencias entre grupos. EE = enriquecido,
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Figura 19 Activacion de la corteza orbitofrontal y cingulada anterior después de la prueba de
flexibilidad.

A). Se muestra la activacion neuronal para la CAA de c-Fos+ por area (100 p?), en donde no se
encontraron diferencias entre grupos B) Se muestran imégenes representativas de la CCA de un
animal no-EE y EE, en ddnde se observa en negro los nucleos positivos a c-Fos. C) Se muestra la
activacion neuronal para la COF de c-Fos+ por area (100 p?), siendo que los animales EE mostraron
mayor activacion. D) Se muestran imagenes representativas de la COF de un animal no-EE y EE,
en donde se observa en negro los nacleos positivos a c-Fos, siendo mayor la activacion en el grupo
EE. EE = enriquecido, no-EE = no enriquecido. * p < 0.05.
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9 Discusion

El hipocampo es una region cerebral con la caracteristica Unica de generar nuevas
neuronas excitatorias durante toda la vida. Debido a que el hipocampo es una estructura
imprescindible para la adquisicion y regulacidn de las memorias episodicas-espaciales, desde
un principio se penso que la NHA posee un papel en esta regulacion. De esta manera, se ha
observado que un aumento en la NHA promueve olvido de memorias espaciales previas
(Akers et al., 2014) y favorece el aprendizaje de memorias nuevas, un tipo de flexibilidad
cognitiva espacial (Epp et al., 2016). No obstante, no se ha estudiado como la NHA cambia
la dinamica neuronal de estructuras hipocampales y corticales necesarias para la flexibilidad
cognitiva espacial. Por esta razon, en este proyecto se decidid investigar el rol de la NHA en

la modificacion de engramas cortico-hipocampales en la flexibilidad cognitiva espacial.

9.1 La neurogénesis hipocampal adulta facilita la flexibilidad cognitiva espacial a
través de la activacion del GD, CA3y la COF

Utilizando el laberinto acuatico de Morris en su version espacial, entrenamos ratones
a encontrar una plataforma de escape. Esto con el fin de generar una memoria espacial que
pudiera ser probada mas adelante en nuestro protocolo de flexibilidad cognitiva espacial.
Posteriormente esto animales fueron sometidos a un protocolo de aumento de NHA por
enriquecimiento ambiental. Este aumento de NHA permanecié durante 28 dias siendo que,
en este tiempo la memoria espacial inicialmente dependiente del hipocampo se deslinda de
esta estructura y migrar a zonas corticales, esta ventana temporal también coincide con el
tiempo de maduracion de las nuevas neuronas hipocampales. Sin embargo, al realizar una
prueba de retencion de memoria espacial un mes pasado el enriquecimiento ambiental los

ratones EE no pudieron encontrar la ubicacion de la plataforma, por el contrario de los ratones
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no-EE evocaron exitosamente la memoria espacial. Lo que observamos en esta prueba es que
el EE afectd la retencion de la memoria espacial previamente aprendida. Lo que nosotros
sugerimos es que el engrama espacial original debid poderse evocar exitosamente si es que
la traza hipocampal permanecia intacta, como lo observamos en el grupo no-EE. No obstante,
estas observaciones muestran que el olvido del engrama previamente aprendido se deba
posiblemente a la degradacién del engrama espacial en el hipocampo y de esta manera se
modificd la consolidacion de este, siendo que es probable que solo haya quedado la traza
cortical de la memoria, la cual no es suficiente para evocarla exitosamente en la prueba de

retencién de memoria.

De esta forma, se sometié a los animales a un cambio de regla usando el mismo
laberinto acuético y con esto probar la flexibilidad cognitiva entre ambos grupos. Ambos
grupos de ratones fueron colocados en el mismo laberinto sin cambiar las pistas espaciales,
pero colocando la plataforma en la zona opuesta a la zona original. Observamos que existia
una tendencia de los ratones EE de aprender la nueva ubicacion més rapido, no obstante,
ambos grupos al final del entrenamiento mostraron latencias similares para encontrar la
plataforma. A pesar de esto, al momento de someterlos a una prueba de retencion del nuevo
aprendizaje, los ratones EE pasaron mayor tiempo en la nueva ubicacion, no asi los ratones
no-EE que buscaban sin ninguna preferencia en la ubicacion original y la ubicacion nueva.
Si tomamos las observaciones hechas por Toni y colaboradores (2007) sobre el
desplazamiento de conexiones previamente establecidas por la integracion de nuevas
neuronas; podemos sugerir que nuestros resultados muestran que del incremento de NHA
degradd el engrama original y cre6 un sustrato nuevo para la codificacion de una nueva

memoria similar a la anterior, pero sin interferencia con ella. Por el contrario, una tasa normal
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de NHA genera que la codificacién de una memoria nueva interfiera con la memoria original

que no ha sido degradad en el hipocampo.

Estas interpretaciones conductuales son respaldadas por las inmunotinciones contra
DCX que permite observar la presencia de neuronas inmaduras. Es importante sefialar que
las neuronas DCX+ ya son responsivas a estimulos eléctricos y ya han formado contactos
sinapticos con los axones de la via perforante y con las neuronas piramidales e interneuronas
de CA3 mediante las terminales musgosas. Asimismo, los animales EE mostraron un
aumento considerable de DCX+ con respecto a los animales no-EE; ademas, estos resultados
correlacionaron con la conducta durante la prueba de retencién de memoria y flexibilidad de
memoria. Se observé que a mayor numero de células positivas a DCX+ la retencion de la
memoria decrece, pero la flexibilidad cognitiva aumenta. Demostrando que la degradacion
del engrama original permite la incorporacién de un engrama nuevo sin que exista
interferencia entra ambos engramas. Ademas, utilizando c-Fos observamos una alta actividad
en CA3y el GD en los animales EE que sugiere que las nuevas neuronas podrian estar siendo
reclutadas para el nuevo aprendizaje, a su vez activan CA3 que es una capa que manda y
recibe informacion de la CPFm, ya sea directa o indirectamente. Los resultados en CAL no
muestran este patron de mayor actividad siendo que es una region que también manda y
recibe proyecciones corticales a traves del subiculo y la corteza entorrinal; sin embargo, estos
resultados muestran una tendencia hacia mostrar el mismo patron de CA3y el GD. Por otro
lado, la actividad neuronal en la corteza prefrontal es mas interesante siendo que la COF
muestra mayor numero de nucleos c-Fos+ y menor actividad en la CCA en los animales EE
con respecto a los animales no-EE. La corteza orbitofrontal ha sido asociada en procesos

ejecutivos como la toma de decisiones y la flexibilidad cognitiva, por lo que estos resultados
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muestran un nuevo hallazgo sobre su funcién en la flexibilidad de memorias espaciales.
Asimismo, es interesante observar que el incremento de la NHA promueva la activacion de
circuitos corticales, sugiriendo que es necesaria esta regulacion por parte del hipocampo para

expresar flexibilidad cognitiva.

9.2 El rol de la NHA y la CPFm en la constante modificacion de engramas
espaciales y en la consolidacion de engramas espaciales

Los hallazgos encontrados en esta investigacion son novedosos y sumamente
importantes para la generacion de conocimiento nuevo acerca de las implicaciones bioldgicas
de la NHA en la memoria y aprendizaje de memorias espaciales. En este estudio se muestra
una correlacién positiva entre la NHA y la expresion de flexibilidad cognitiva espacial, asi
como correlacion negativa con olvido en adultos. Previamente, los estudios de Akers et al
(2014) mostraron correlaciones entre la retencion de memoria y el aumento de NHA. En
estos estudios se utilizaron ratones postnatales de 21 dias los cuales presentan una alta tasa
de NHA y poca retencion de memorias espaciales previamente aprendidas. Ademas de estas
observaciones, Akers y colaboradores (2014) bloguearon la generacién de NHA en estos
ratones con TMZ (temozolamida, un farmaco utilizado para tratar tumores), y observaron
que la retencion de memoria mejoraba significativamente. Es importante sefialar que estos
resultados fueron replicados en otros paradigmas dependientes de hipocampo como el
laberinto acuético de Morris y el condicionamiento contextual al miedo. No obstante, el
fendmeno de olvido no se observo en conductas poco relacionadas con el hipocampo, como
fue el condicionamiento aversivo al sabor y el condicionamiento al tono. Mas adelante, los
estudios de Epp et al., 2016, y Guskjolen et a., 2017 demostraron que el auemnto en la NHA

dada por ejercicio aerdbico, promueve el olvido de memorias espaciales incrementando asi
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la flexibilidad cognitiva. En ambos estudios se replican los resultados previos de Akers y
colaboradores de 2014, en donde una alta tasa de NHA impide la evocacion de memorias
remotas. Lo que estos estudios no mostraron fue la posible regulacién de la NHA en el
circuito cortico-hipocampal. Con los resultados presentados en este trabajo podemos sugerir
que la expresion de la flexibilidad cognitiva se debe a la activacion neuronal dentro del
hipocampo asi como fuera de este, influenciado por la incorporacion de nuevas neuronas. A
pesar de ser esto un hallazgo novedoso, resultados similares se encontraron en el trabajo de
Martinez-Canabal et al., 2019; donde se mostré que los cambios en los niveles de NHA
modifican la activacion de estructuras como la corteza prelimbica e infralimbica, asi como
de CA3. De manera opuesta, en este ultimo estudio no se encontraron diferencias en la
activacion neuronal del GD, lo que si sucede en la presente investigacion; esto sugiere que
por primera vez se arroja evidencia de que durante la flexibilidad cognitiva espacial podria
existir una preferencia de las neuronas nuevas por ser reclutadas en los circuitos de memoria.
Esta hipdtesis se centraria en que durante la flexibilidad cognitiva se estan realizando
cambios de regla, lo que requeriria un sustrato nuronal que no haya sido utilizado en engrama
previos. Otras opciones a ser consideradas serian la existencia de un circuito mediante el cuél
las nuevas neuronas favorecieran la activacion de las neuronas granulares del giro dentado
aunque no fuesen de origen reciente (Hashimotodani et al., 2017). Otra hipotesis alternativa
seria que las altas tasas de neurogénesis generaran un circuito de retroalimentacion positiva
mediante el cual se incrementara la estimulacién del giro dentado mediante las vias

perforantes durante las pruebas de flexibilidad cognitiva.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el rol de hipocampo en la hipotesis

de consolidacion de memorias espaciales, es mas interesante que el simple hecho de
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almacenar estas memorias a corto plazo. Los estudios de Kitamura et al., 2009 y 2018 ya
mostraban evidencia de este pensamiento, sin embargo, nuestro trabajo coloca una pieza
importante. Con respecto al tema, Kitamura et al 2018 demostré que las memorias
contextuales son dependientes a largo plazo del hipocampo tanto como de la corteza prefontal
a corto plazo. Esto quiere decir que la evocacion y por consiguiente la modificacion de estas
memorias espaciales dependen de la participacion en sinergia del hipocampo y de la corteza
prefrontal. Asimismo, nuestros estudios apoyan estas observaciones, demostrando que la
evocacion de memorias espaciales a largo plazo se ve afectada por los niveles de NHA. Por
lo que procesos de consolidacion de engramas espaciales depende de la tasa de NHA. Como
resultado una mayor tasa de NHA no promueve una rapida consolidacion, si no una des-
estabilizacion del circuito que puede ser utilizado a favor del individuo, como ya lo hemos
observado en la tarea de flexibilidad cognitiva. Por el contrario, una menor tasa de NHA
podria favorecer el establecimiento de engramas espaciales, pero no proporcionaria un
sustrato libre para codificar engramas nuevos sin interferencia con los engramas originales.
Esta propuesta de menor inteferencia corresponde con ideas similiares como la popuesta por
Anacker y Hen., 2017. Sin embargo, existe un diferencia crucial entre los mecanismo que
ellos proponen y lo que presentamos en este estudio. Estos investigadores han basado su
hipdtesis en la idea de que la NHA funciona como un filtro que separa trazas de memoria
sumamente parecidas, algo llamado separacion de patrones (Aimone et al., 2011). De esta
manera la NHA no estaria desestabilizando el circuito hipocampal, como varios otros trabajos
ya han propuesto y demostrado (Akers et al., 2014, Epp et al., 2016, Guskjolen et al., 2017,
Guskjolen et al., 2018). Como ya se comento la idea de la separacion de patrones ha sido

fuertemente contestada por la evidencia experimental (Arruda-Carvalho et al., 2011).
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Ademas de la participacion hipocampal en la consolidacién de memorias espaciales,
hemos hablado de la importancia de la CPFm durante la formacion y evocacion de estas
memorias. Con relacion a esto, el trabajo de Martinez-Canabal y colaboradores (2018)
mostré que altos niveles de NHA impedian el regreso del miedo, por el contrario bajos
niveles de NHA promovian la aparicion del regreso del miedo. Conjuntamente con estas
observaciones, la actividad neuronal en la corteza prelimbica e infralimbica, observada por
nucleos positivos a c-Fos durante la expresion de la condcuta de miedo, era modificada
dependiendo de los niveles de NHA. Es importante sefialar que en esta investigacion los
roedores fueron sometidos a un condicionamiento al miedo contextual seguido de un
entrenamiento de extincion en el mismo contexto y posteriormente los roedores eran
sometidos a una ablacion o aumento de la NHA. Pasado un mes de enriquecimiento o
ablacion, los roedores fueron sometidos a una prueba para evaluar si regresaba el miedo a
pesar del entrenamiento de extincién. Esta prueba mide de manera indirecta la flexibilidad
congitiva de los animales, debido a que deben pasar de aprender que un contexto en donde
ocurrié un evento peligroso (condicionamiento) ya no lo es (extincién). Este cambio de
paradigma requiere de la activacion de la corteza prelimbica, que permite que los roedores
se adapten mas facilmente a la nueva regla ambiental. Por el contrario, la activacion de la
corteza infralimbica no permite que los roedores aprendan esta nueva regla, lo se observo
como persistencia de la conducta de miedo. Asimismo, otros estudios han mostrado que es
importante la participacion de la corteza prelimbica e infralimbica en ciertos paradigmas de
flexibilidad cognitiva espacial, como en el laberinto en cruz (Ragozzino et al., 1999a), en
paradigmas con discriminacion de olores (Ragozzino et al., 2003) o en laberintos circulares
(Ragozzino et al., 1999b). De manera interesante en todos estos trabajos, la inactivacion

farmacoldgica de la corteza prelimbica e infralimbica no afectd la adquisicion de la memoria
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durante el entrenamiento en los laberintos, pero si se veian afectada su desempefio cuando
las pistas visuales u odoriferas era modificado, y se requeria aprender un cambio de regla. En
el trabajo de Ragozzino y colaboradores (1999b) inactivaron la corteza prelimbica e
infralimbica, previo e un entrenamiento reverso, observando que este se veia afectado pues
los aniamles eran incapaces de aprender un cambio de regla. No obstante, la inactivacion de
la CCA en este mismo entrenameinto reverso, no afecto el desempefio de los aniamles. Este
ultimo resultado es consistente con lo que hasta ahora nosotros vimos con la activacion con
c-Fos de la CCA, en dénde no hubo diferencias entre el grupo no-EE y EE. No obstante, estas
investigaciones (Ragozzino et al., 1999a, Ragozzino et al., 2003, Ragozzino et al., 1999b)
juntos con los hallazgos de Martinez-Canabal y colaboradores (2018), reforzamos la idea de
gue es necesario buscar como es la activacion de mas areas de la CPFm como la infralimbica

y prelimbica en nuestro paradigma de flexibilidad cognitiva espacial.

9.3 La neurogénesis hipocampal adulta y su implicacion en la actualizacion de
paradigmas ambientales.

9.3.1 La neurogénesis hipocampal adulta y su rol en la supervivencia de los mamiferos a lo
largo de su historia evolutiva

Los hallazgos mostrados sugieren que la NHA es un sistema de regulacion dentro del
hipocampo que mantienen en constante re-arreglo las trazas hipocampales; manteniedo
aquellas que estan actualizadas y degradando las que ya no lo estan. Este rol del hipocampo
podria estar relacionado con la demanda ambiental a la que han estado sometidos los
mamiferos durante su historia evolutiva (Kemp y Kemp, 2005). Los primeros mamiferos
fueron un grupo de vertebrados que estuvo confinado a nichos reducidos y normalmente con
actividad nocturna, para evitar toparse con depredaroes diurnos (Kemp y Kemp, 2005). Por

lo que debieron poseer una conducta de navegacion espacial desarrollada que les permitiera
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recorrer el ambeinte en ausencia de luz. Si bien es cierto que hoy en dia la presencia de la
NHA en todo el grupo de mamiferos es variable, no podemos dejar de lado que existe una
correlacion entre altos niveles de NHA y las exigencias ambientales (Kemp y Kemp, 2005).
Con respecto a esto, se ha observado que aquellos mamiferos que poseen nula o reducia NHA
presentan otro sistema neuronal que podria suplir el rol de NHA (Patzke et al., 2015a, Amrein
et al., 2007). Tal es el caso de los cetaceos o murciélagos, que se valen del un sistema de
ecolocalizacion para su navegacion espacial (Patzke et al., 2015b, Amrein et al., 2011). Por
otro lado, animales con una gran capacidad para generar mapas espaciales como son los
roedores, poseen una tasa de neurogénesis muy alta dentro del grupo de los mamiferos

(Amrein et al., 2011).

Por lo tanto la NHA ha estado sujeta a presiones de seleccion natural que han
desencadenado una enorme plasticidad fenotipica de este caracter, confiriendole a los
mamiferos la capacidad de adaptarse rapidamente a los cambios del ambiente (Amrein y
Lipp, 2009). Esta plasticidad fenotipica se puede observar no sélo en la presencia y ausencia
de NHA, si no en la cantidad de nuevas neuronas a lo largo del clado de los mamiferos y en
la posible diversa funcionalidad en procesos cognitivos que han tenido a lo largo de su

historia evolutiva (Amrein et al., 2011, Amrein y Lipp, 2009).

9.3.2 La neurogenesis hipocampal adulta en la regulacion de alteraciones afectivas en
humanos

Los resultados presentados en este trabajo, tanto a nivel conductual y de activacién
neuronal, indican que la NHA puede promover la renovacion constante de memorias a través
de la activacion de CAS3, el GD vy de estructuras corticales como la COF. Esta dinamica

neuronal cobra imporatancia en en la psiquiatria clinica con relacion a pacientes con
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desordenes afectivos. Se ha observado que en ciertos desordenes afectivos se vea afectada la
funcién ejecutiva de flexibilidad cognitiva . En los pacientes con transtorno de depresion
mayor (TDM) (Murphy et al., 2012) y transtorno por estrés postraumpatico (TEPT) (Ben-
Zion et al., 2018Db) existe una disminucion notable de la flexibilidad cognitiva en tareas que
requieren un cambio de reglas; es decir, los individuos presentan dificultades de cambiar
entre un set de reglas previamente aprendidas (esquemas de pensamiento) por un nuevo set
de reglas necesarias para resolver alguna tarea (Deveney y Deldin, 2006, Murphy et al.,
2012). Estos pacientes suelen tener problemas de autoregulacion y autocontrol cognitivo, que
se observa en la incapacidad para inhibir respuestas emocionales reactivas y la
desvinculacion de pensamientos irrelevantes o poco criticos para responder al ambiente
(Ben-Zion et al., 2018b, Cisler et al., 2011). Un ejemplo de esto es una conducta llamada
rumiacion, que es la perseverancia de pensar sobre emociones negativas de uno mismo o
sobre algun problema (Michl et al., 2013). En estos casos, se piensa que los individuos no
pueden desvilcularse de estos pensamiento negativos debido a que no poseen los mecanismos
neuroles para cambiar entre esquemas de pensamiento (Michl et al., 2013, Demeyer et al.,

2012) .

Es relevante la observacion de que los pacientes con trastornos del estado de animo
suelen presentan alteraciones estructurales en el hipocampo. Estas modificaciones van desde
un volumen menor de este (Schmaal et al., 2016), una diminucion en el volumen de las
subestructuras CA3 y GD que pueden indicar menor presencia de fibras musgosas (Wang et
al., 2010), una capa granular mas delgada (Lucassen et al., 2010) o hasta una reduccion
signitficativa de células neuronals progenitoras (Lucassen et al., 2010, Boldrini et al., 2013).

Aunado a esto, un estudio con MRI de alta resolucion encontré una correlacién entre el
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volumen del GD y cornu amonis de paciente diagnosticados con TEPT y pacientes con TDM
no medicados (Huang et al., 2013). Aunado a estos cambios en la formacion hipocampal,
también se han observado modificaciones en la corteza prefrontal, especificamente en la
COF, que pueden remitir con terapia cognitivo conductual y antidepresivos SSRI
(inhibidores de la recaptura de serotonina) que también se conocen por incrementar la

neurogénesis. (Levy-Gigi et al., 2013, Boldrini et al., 2009).

Como se revisio, el estudio de Martinez-Canabal et al., (2019) muestra que la
extincion (terapia de exposicién en humanos), utilizada regularmente para tratar TEPT,
podria mejorar su eficacia en presencia de la NHA y que esto puede activar la corteza
prefrontal. Por tanto, podemos inferir que la comunicacion entre la CPFm y el hipocampo es
modulada por la NHA y puede facilitar los cambios entre esquemas de pensamiento, como
pasar entre un esquema basado en un engrama asociado a una memoria de miedo a uno que
represente seguridad. Aunque esta idea aun esta en debate, pacientes con medicacion que
incrementa los niveles de NHA como los SSRIs han presentado recuperacién respecto a la
ruminacién y regreso a esquemas previos (Mateus-Pinheiro et al., 2013, Santarelli et al.,
2003, Perera et al., 2007). Por todo esto, nuestros resultados apoyen la idea de que la la NHA
es un caracteristica que facilitaria la flexibilidad cognitiva en paciente con desordenes

afectivos y esto mejoraria significativamente su procesameintos cognitvo.

9.4 Limitaciones del estudio

El trabajo aqui presentado fue planteado en un inicio para tratar de responder nuestra
pregunta de manera no solo correlativa sino causal. Por lo que en un comienzo se
establecieron méas objetivos que los aqui presentados, uno de los cuales incluian realizar

correlaciones de actividad neuronal con c-Fos entre estructurals corticales e hipocampales.
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Este objetivo seria concluido al terminar el experimento de flexibilidad cognitiva, al procesar
y tefiir los cerebros. Sin embargo, la estandarizacidn de este protocolo conductual tomo poco
mas de medio afio, debido a la logistica de la crianza de los ratones y de la estandarizacion
de todas las etapas del protocolo. Por esta razon, al concluir en primer afio de esta
investigacion ya se contaba con los cerebros necesarios para llevar a cabo las

inmunotinciones necesarias, pero no todos pudieron ser inmunotefiidos.

Se realizaron pruebas de estandarizacién con los anticuerpos para DCX, ki67 y c-Fos,
de los cuales solo pudieron realizarse algunas inmunotinciones con DCX y c-fos, por lo que
se tiene en mente que los resultados de actividad neuronal presentados en este estuio son
preliminares y sin duda falta realizar mas inmunotinciones, asi como incluir observaciones
de la actividad neuronal de otras estructuras com la corteza prelimbica e infralimbica. Por
otro lado, las inmunotinciones con ki67 son importantes para establecer si el enriquecimeinto
ambiental aumenta la tasa de proliferacion tanto como la generacion de nuevas neuronas

(DCX), resultados que se han observados en otras investigaciones.

Para establecer una relacion causal entre el aumento de la NHA y la expresion de
flexibilidad cognitiva. Este experimento requeria la irradiacion focal al hipocampo para
reducir la NHA. Previamente, en otra investigacion, habiamos utilizado este mecanismo de
reduccion de NHA, no obstante, para este experimento decidimos ser mas precisos y
efectivos, por lo que también estandarizamos el protocolo de irradiacion.
Desafortunadamente, aunque llevamos a cabo la irradiacion del hipocampo, el experimento
en su totoalidad se vio afectado por el cierre de la instalaciones de la universidad. Por lo tanto
no se pudieron obtener estos resultados necesarios para establecer que el efecto observado en

la prueba de flexibilidad cognitivo se debia al incremento de la NHA y no de otros procesos
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modificados por el mismo enriquecimiento ambiental. No obstante, el estudio previo que
realizamos utilizando irradiacion al hipocampo mostré que sin lugar a dudas el efecto
conductual observado se debia al rol de la NHA. Por esta razdn consideramos que en este

estudio hubiésemos replicado estas observaciones.

Por otro lado, las inmunotinciones de c-Fos y DCX que se llevaron a cabo antes del
cierre de instalaciones fueron pocas ya que nos encontrabamos en la parte de estandarizacion
del anticuerpo primario. Ademas de esto, los conteos requerian del uso de un microscopio
Optico al que no se ha logrado tener acceso durante la pandemia actual. No obstante, con
permiso de la direccion de la Facultad de Ciencias se pudieron concluir los conteos de las

inmunotinciones que ya se habian realizado.

Asimismo, se plated otro experimento necesario para establecer que la comunicacién
del circuito cortico-hipocampal es necesario para la facilitacion de la flexibilidad cognitiva
espacial. Con esta linea de pensamiento, se pensoé en realizar una desconexion contralateral
del hipocampo y la corteza prefrontal utilizando el farmaco excitotéxico NMDA. Si se toman
en cuenta los resultados de actividad neuronal con c-Fos, se estableceria las regiones cortico-
hipocampales que podrian estar liderando la conducta de flexibilidad cognitiva. Con nuestro
resulatdos preliminares hipotetizamos que la inactivacion de la COF y de CA3 de forma
contralateral previamente a la prueba de flexibilidad cognitiva afectaria el desempefio de los
ratones para encontrar la ubicacion nueva. Con estos resultados podriamos sugerir que no es
suficiente el incremento de la NHA para facilitar la flexibilidad cognitiva, si no que es

necesario que la NHA module la cominucacion entre el hipocampo y la corteza.

Como ultimo experimento se plante6 determinar el circuito morfo-funcional que
subyace la conducta de flexibilidad cognitva espacial. Para ello, se establecio utilizar un
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trazador retrogrado fluorescete, en este caso subunidad B de toxina colérica acoplada a un
fluoréforo, que permitiera marcar la via axonal entre el hipocampo y la corteza prefrontal.
Posteriormente, utilizando colocalizacién con c-Fos se podria establecer cual de esta vias
marcadas previamente estarian siendo reclutandas durante la prueba de flexibilidad cognitiva
espacial. Asimismo, junto con el experimento de desconexién, se podria establecer la
dindmica neurofisiologica que lidera el proceso de flexibilidad cognitiva espacial durante la
ultima prueba del experimento. De esta manera es que al concluir estos experimento
podriamos hablar del engrama que subyace la conducta de flexibilidad cognitiva y no solo

de actividad neuronal.

9.5 Perspectivas

A pesar de los experimentos planteados originalmente no pudieron concluirse, hemos
presentado datos relevantes e importantes para el avance en el entendimiento de la relacion
entre la flexibilidad cognitiva espacial con la neurogénesis hipocampal. Los resultados
preliminares de actividad neuronal asi como las correlaciones con DCX son observaciones
nuevas y bien cimentadas sobre los mecanismos neuronales que lideran procesos cognitivos
tan imporatantes como la flexibilidad cognitiva espacial. Estos procesos, ya sean desde un
punto de vista evolutivo y comparativo o desde la psiquiatria clinica, no dejan de ser
interesantes y siempre se agrega nuevo conocimiento al respecto. Por esta razon,
consideramos que se debe concluir la invetigacion con los experimentos previamente
expuestos, asi como otros mas que en transcurso de la experimentacion se han planteado con

base en los resultados.

» Otras interrogantes que surgieron a partir de los resultados encontrados en este

estudio, es buscar si las nuevas neuronas son aquellas que se estan reclutando con mayor
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facilidad durante la tarea de flexibilidad cognitiva espacial. Para ello, seria crucial utilizar
Brdu como marcador inmonohistoquimica para poder marcar las nuevas neuronas que se
generen durante el eriquecimiento. Este marcador es una analogo de la timidina, por lo que
se une al ADN (acido desoxiribonucleico) en céluas en proliferacion y permanece en las
células hijas durante toda su vida. Por lo que este marcador en conjunto con c-Fos, podria
ayudarnos a identificar si las neuronas que se estan activando durante la tarea de flexibilidad
cognitiva espacial son nuevas neuronas o neuronas postnatales.

» Asimismo, a la luz de los resultados con c-Fos, hemos planeado que seria necesario
observar la actividad neuronal durante la prueba de retencion de memoria un mes despues
del enriquecimiento. Esto con el fin de observar si la actividad dentro y fuera del hipocampo
es diferente a la observada en la prueba de flexibilidad cognitiva espacial. Nosotros
hipotetizamos que la actividad del GD y CA3 serd menor en los animales enriquecidos ya
que tienen poca retencion de la memoria espacial previamente aprendida. Estos resultados
sugeririan que el fallo en la evocacién se debe a la degradacion parcial o total del engrama
original, como ya lo han demostrado investigaciones previas.

» Algunas de las interrogantes que se han planteado son encaminar estos resultados
hacia aplicaciones psiquiatricas. Por esta razon, se podrian realizar experimentos en donde
evaluemos si animales con conductas ansiosas 0 depresivas resuelven tareas de flexibilidad
cognitiva espacial de mejor manera con tratamientos que incrementen la NHA. Asimismo,
seria interesante averiguar si la resilencia que proporciona la NHA en tareas de flexibilidad
cognitiva espacial puede ser heredada epigenéticamente. Esta cuestion sale a la luz debido a
que se sabe que muchas alteraciones afectivas son heredadas por los padres que la
desarrollaron durante su vida. Con esto en mente, nosotros hemos observado que el

incremento de NHA por enriquecimiento en madres ratonas, incrementa la amnesia infantil
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y la tasa de proliferacion en su descendencia. No obstante, no sabemos si este efecto persiste
en la adultez y si esto tiene efecto en tareas de flexibilidad cognitiva espacial.

» La plasticidad fenotipica de la NHA es una caracteristica que puede ayudar a
encontrar una terapia conductual y farmacoldgica que permita mejorar la cognicion de
pacientes con alteraciones afectivas. Por lo que es sumamente necesario continuar con estos
estudios que permitar caracterizar cada componente neuronal que permite el cambio entre
paradigmas. Por esta razon, nosotros proponemos que es necesario proporcionar un sustrato
neuronal flexible incrementando la NHA, posteriormente con terapia psicologica ensefiarle
al individuo a generar esquemas actualizados que suplantes aquellos esquemas previos, que
son irrelevantes o negativos. Nosotros sugerimos que con este esquema de terapia, podria
haber mejoria en estos individuos. No obstante, quiza el primer paso sea investigar mas
acerca de si los mecanismos neuronales que participan en la flexibilidad cognitiva espacial
en roedores, también lo son en humanos, y mas aun si esto es liderado por la NHA.

» Asimismo, estos resultados son fundamentales para entender como en el trascurso de
la evolucién de los mamiferos altos niveles de NHA han podido ser heredados y modificados
a través de las generaciones. Siendo una caracteristica conservada por la seleccion natural en
aquellos grupos de mamiferos que les ha permitido incremetar su éxito ecoldgico. Aunque
nuestro estudios, y la gran mayoria, se basan en experimentacion en clados especificos de
mamiferos podemos inferir que la plasticidad fenotipica de la NHA se presento desde inicios
de la evolucidn de mamiferos y se ha ido perdiendo en organismos que han desarrollado otras
estrucutras para obtener flexibilidad cognitiva espacial. Este es un tema poco estudiado por
varias razones éticas, y es que no podemos experimentar en todos los mamiferos del mundo

solo para resolver esta cuestion. Sin embargo, los datos celulares y conductuales que hasta
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ahora tenemos, nos indican que nuestra hipotesis puede ser cierta. Por lo tanto, es un tema

que se puede seguir estudiando desde la etologia y la antanomia comparada.

10 Conclusion

En este estudio logramos establecer que el enriqucimiento ambiental promueve el
incremento de la neurogenesis hipocampal y con ello se facilita la flexibilidad cognitiva
espacial. Asimimo, observamos que durante la tarea de flexibilidad cognitiva y debido al
incremento de la neurogénsis hipocampal, se activan de manera diferencial el GD, CA3y la

COF.
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