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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se reconoce que el ejercicio puede aumentar la neurogénesis adulta y este fenémeno podria
evidenciarse en diferentes niveles (comportamental, celular, electrofisiologico). El objetivo del
estudio fue evaluar el efecto de la estimulacién de la neurogénesis hipocampal mediante el
gjercicio, sobre la memoria de trabajo evaluada mediante una tarea de laberinto en T en ratas
macho adultas de la sepa Wistar. Se utiliz6 un disefio experimental de dos grupos en el cual un
grupo experimental GE (n = 12) fue sometido a un programa de ejercicio forzado durante 5 dias, al
mismo tiempo que se administrd6 un marcador de sintesis de ADN (Bromo-deoxi-uridina
[BrdU](50 mg/kg IP.), los animales control GC (n = 9) no fueron expuestos al ejercicio pero se les
administré igual dosis de BrdU. Tres (3) animales (GE = 2; GC = 1) se sometieron a cirugia de
implantacion de electrodos en la corteza frontal medial (+3,0 mm AP; + 0.5 mm ML, -3.0mm DV)
e hipocampo (-3.0mm AP; + 1.8mm ML, -3.5mm DV) para registro electroencefalogréafico durante
la ejecucion en el laberinto en T. 6-8 semanas después de la aplicacion del ejercicio se evalud la
memoria de trabajo en laberinto en T y se analizaron cuatro (4) dias de elecciéon evaluando la
alternancia de las opciones como indicador de memoria de trabajo. No se encontr6 diferencia
comportamental entre los grupos experimental y control en variables comportamentales
(alternancia, indice de preferencia, tiempo de respuesta, tiempo de ensayo, consumo de comida).
El registro electroencefalografico de los animales no mostré una tendencia a la coherencia entre
las areas registradas, siendo éste un indicador fisioldgico del proceso de eleccién. En cuanto a la

cantidad de nuevas neuronas no se encontraron diferencias por grupos.

Palabras clave: memoria de trabajo, hipocampo, ratas.
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Abstract

It is recognized that exercising can increase adult neurogenesis, and this phenomenon may become
evident for aspects as behavior, cellular physiology, and electrophysiological markers. The aim of
this study was to evaluate the effect of stimulation of hippocampal neurogenesis by means of
exercing on working memory, assessed by a T-maze task in adult male Wistar rats. The animals
were exposed to a program of forced exercising for 5 days, while a marker for DNA synthesis was
used (Bromo-deoxy-uridine [BrdU] 50 mg/kg IP). The experimental animals were assigned into
two groups (experimental group GE N = 12, and control group GC N = 9). The animals of the
control group were not forced to exercising but BrdU was administered at the same dose. Three (3)
of these animals (GE = 2; GC = 1) underwent surgical implantation of electrodes in the medial
frontal cortex (AP +3.0 mm, ML = 0.5 mm; DV -3.0mm) and hippocampus (-3.0mm AP; ML %
1.8mm; -3.5mm DV) for electroencephalographic recording during their performance in the T
maze. The working memory was evaluated and analyzed in the T maze, 6-8 weeks after forced
exercising and four (4) recording days were analyzed for the alternating election as an indicator of
working memory. No behavioral difference was found between the experimental and control group
for behavioral variables (alternation preference index, response time, test time, food intake). The
electrophysiological recordings none showed a consistent trend for coherence between the
recorded areas which could be a physiological indicator of the making decision process. Regarding

amount of new neurons per groups no differences were found.

Keywords: working memory, hippocampus, rats
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Introduccion

La neurogénesis se define como el proceso de produccién de neuronas que es caracteristico de los
estados iniciales del neurodesarrollo y que incluye las fases de proliferacién, diferenciacion,
maduracion e integracion funcional en circuitos neuronales (Ming & Song, 2005). Se considerd por
muchos afios que esta neurogénesis finalizaba cuando los organismos se habian formado por
completo. Sin embargo, en los afios sesenta una serie de articulos publicados por Altman (Altman
& Das, 1965, 1966) mostraron que en el cerebro de ratas adultas se producian nuevas neuronas en
diferentes areas (Lledo, Alonso, & Grubb, 2006; Ming & Song, 2005). A la fecha se tiene un
reporte consistente de la produccion de nuevas neuronas posteriores al nacimiento en diferentes
especies, entre las que se encuentran peces (P. P. Amaral et al., 2009), aves (Louissaint Jr., Rao,
Leventhal, & Goldman, 2002), roedores (Tronel et al., 2010; Uda, Ishido, Kami, & Masuhara,
2006), primates (E Gould, Vail, Wagers, & Gross, 2001) y humanos (Déry et al., 2013; Eriksson et
al., 1998). Este proceso de proliferacion, diferenciacion e integracion en circuitos establecidos de
nuevas neuronas (denominado neurogénesis adulta —NA-), se mantiene a lo largo de la vida de los
mamiferos y las neuronas llegan a ser funcionales (Aimone, Deng, & Gage, 2011; Clelland et al.,
2009a; Frankland & Josselyn, 2013; Hotting & Rdder, 2013; Ming & Song, 2005; Pereira et al.,
2007a).

Entre los afios setenta y ochenta se reportaron estudios que mostraron la supervivencia de estas
nuevas neuronas, el crecimiento de prolongaciones y la integracion de éstas en circuitos pre-
establecidos, asi como el posible papel funcional dependiendo de las estructuras en las que se
producen (Ming & Song, 2005). Finalmente, en los afios noventa el aislamiento de las células
madre neuronales, en ratones y humanos, junto con el desarrollo de marcadores indirectos de
sintesis de ADN potenciaron la investigacion en neurogénesis adulta y la propuesta de teorias que
intentan explicar el papel de estas huevas neuronas en circuitos pre-establecidos (Deng, Aimone, &
Gage, 2010; Frankland & Bontempi, 2005; Ming & Song, 2005). Asi, hoy en dia se ha reportado
ampliamente que existe un proceso de NA posterior al desarrollo que puede llegar a ser funcional
en diferentes contextos (Hernandez-Rabaza et al., 2009; K. Jin et al., 2006; Nishijima et al., 2013;
Nogueés, Corsini, Marighetto, & Abrous, 2012).
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Se reporta de forma consistente la incorporacion de nuevas neuronas en hipocampo y el bulbo
olfatorio. Tanto en el hipocampo como en el bulbo olfatorio estas nuevas neuronas participan en
varias funciones cognitivas. Asi, se ha reportado en humanos y animales que el bulbo olfatorio es
una estructura que esta involucrada en la recepcién y transporte de informacion relacionada con el
procesamiento de informacion del olfato (Akers et al., 2010). En cuanto al hipocampo su funcion
se ha vinculado principalmente con la memoria en diferentes fases (adquisicion, consolidacion,
reconsolidacion y evocacion) y con cambios estructurales (moleculares y sindpticos) que subyacen
a este proceso (Frankland et al., 2006). La memoria declarativa, episodica, contextual y espacial se
ha reportado que depende de los procesos en hipocampo (Abdallah et al., 2007; Frankland et al.,
2013; Koehl & Abrous, 2011). Quizés una de las funciones mas sobresalientes esta relacionada con
la generacion de fenémenos de plasticidad cerebral; potenciacién y depresion a largo plazo
(Dityatev et al., 2004; Ming & Song, 2005; Nai et al., 2010).

Son varias las limitaciones en el estudio de la NA. Tales limitaciones son: los métodos utilizados
para la identificacion de nuevas neuronas in vivo, la naturaleza e identificacién de las células
madre de las cuales surgen y la integracion funcional de estas nuevas neuronas en circuitos pre-
establecidos (Farrar, Huang, Clarke, & Houser, 2005; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Lim &
Alvarez-Buylla, 1999). También, son varios los abordajes que intentan solventar estos
inconvenientes y que han permitido que el fendbmeno de NA pueda entenderse como un mecanismo
atil y biolégicamente relevante (Deng et al., 2010; Frankland, Kéhler, & Josselyn, 2013a). Estos
mecanismos involucran los conocimientos de disciplinas como la histologia, biologia, anatomia,
fisiologia, neurociencia y psicologia, permitiendo entender este proceso de NA como un proceso

gue abarca varios niveles de analisis.

Entendiendo este fendémeno biolégico como un proceso de alteracion estructural y funcional a nivel
cerebral este trabajo tiene como propdsito evaluar el efecto de la estimulacion de NA en
hipocampo mediante el ejercicio sobre la memoria de trabajo en ratas adultas Wistar. Este
fendmeno, a pesar de ser descrito en roedores de forma consistente, tiene el inconveniente de que
para evaluar la funcionalidad de NA se utilizan pruebas comportamentales que involucran las
estructuras en las cuales se produce este proceso (Hernandez-Rabaza et al., 2009; Nogués et al.,
2012). Sin embargo, no es tan consistente el reporte de alteraciones funcionales (es decir,
comportamentales) en tareas que involucren areas diferentes a las tradicionalmente relacionadas

con la produccion de estas nuevas neuronas.
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Se utilizé un disefio experimental de dos grupos independientes en los cuales la variable
independiente fue el ejercicio con el fin de estimular el proceso de NA, como se ha reportado
(Cotman & Berchtold, 2002; Ferreira, Real, Rodrigues, Alves, & Britto, 2011; Henriette van Praag,
2008). Por otro lado, el grupo control tuvo ausencia de ejercicio. Adicional a esta variable, la
implantacion de electrodos en estructuras neurogénicas y no neurogénicas tuvo como propdsito
encontrar medidas electrofisioldgicas que pudieran relacionarse con los procesos de NA como una
medida funcional fisiol6gica. Estas medidas, junto con el desempefio de los animales en la tarea de
memoria de trabajo y las medidas inmunohistoquimicas se tomaron en cuenta como un indicador

funcional del proceso de NA.

Los resultados presentados no muestran el efecto del ejercicio sobre el comportamiento de
memoria de trabajo. Si bien los animales del grupo control y experimental no presentan diferencias
en cuanto a las medidas comportamentales no es posible afirmar que no se genere una alteracion en
elementos dentro del proceso de toma de decisiones. Esto, debido a que la neurogénesis es un
fendmeno celular y que la tasa de proliferacion, migracion, diferenciacion e integracion tendra un
impacto que podria no ser tan evidente de forma comportamental, la tarea elegida podria mostrar
claramente el proceso celular en funcion de la conducta evaluada. Por otro lado, al intentar medir
un constructo psicolégico como la memoria de trabajo podria presentar algunas limitaciones en
modelos animales debido a la diversidad de definicién e instrumentos para su posterior medicion
(Dudchenko, Talpos, Young, & Baxter, 2013; Dudchenko, 2004a). La eleccién del instrumento se
realizé teniendo en cuenta la simplicidad del protocolo y el reporte de efectividad en la literatura,
estudios como este deberian tener mas de un instrumento para la medicién de un mismo constructo
con el fin de validar o contrastar las medidas. En cuanto al analisis de registro de campo
encefalografico por cada uno de los sujetos, se encuentran algunas sefiales particulares en los
animales que podrian ser un indicador del efecto del proceso de neurogénesis sobre la estructura y
funcién neuronal, pero al haberse realizado un anélisis de caso con cada sujeto es dificil de
generalizar, sin embargo se considera una de las mediciones que a futuro podria ser un marcador
fisiologico claro del papel de nuevas neuronas en algunos procesos funcionales. Finalmente el
proceso mismo de dividir los animales y la baja cantidad de los mismos podria consitutirse en una
dificultad a la hora de tener una alta sensibilidad en el estudio y falta de homogeneidad de las
condiciones, lo que habria permitido aumentar la diferencia en las medidas de los grupos. Se
discute ademas la posibilidad de que al tener los animales en condiciones de estrés la produccién

de neurogénesis podria haber disminuido de forma homogénea en los grupos, como se ha descrito
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previamente (Korosi et al., 2012; Mahar, Bambico, Mechawar, & Nobrega, 2013; Nishijima et al.,
2013).

Debido a las dificultades en la evidencia del proceso en los diferentes niveles de analisis
(histoldgico, biolodgico, fisiologico y comportamental) y la limitacién en los recursos y materiales
disponibles para este proyecto, la limitacion principal versa sobre la cantidad de animales
utilizados y los métodos utilizados para determinar el efecto especifico de la NA sobre el
comportamiento. Asi como la falta de marcadores que permitieran identificar cambios no
neurogénicos pero posiblemente asociados al proceso de NA funcional. Estos constituyen un

camino para la generacion de nuevos estudios con la solucién de los mismos.



1. Estructuras cerebrales

1.1 Hipocampo

La formacién hipocampal esta conformada por el giro dentado, el hipocampo, subiculo,
presubiculo, parasubiculo y corteza entorrinal, y el hipocampo estd compuesto por tres
subdivisiones CA3, CA2, y CAl (D. Amaral & Lavenex, 2007). Sus conexiones particulares
permiten que reciba una gran aferencia de informacion sensorial cortical de diferentes modalidades
sensoriales (D. Amaral & Lavenex, 2007). Esta caracteristica podria conferir la posibilidad de
intergrar informacion de patrones y, segun lo reportado en algunos estudios sobre neurogénesis,
podria verse reflejado en la habilidad para separar estimulos (Clelland et al., 2010; Luu et al., n.d.;
Niibori et al., 2012).

Dentro de las conexiones en el hipocampo la corteza entorrinal es el primer paso en el circuito del
hipocampo (figura 1-1) y se considera la entrada de informacion al hipocampo (D. Amaral &
Lavenex, 2007). Los axones de las neuronas proyectan al giro dentado (via conocida como “via
perforante” [perforant path]), de alli las neuronas granulares del giro dentado envian informacion a
la region CAS3 del hipocampo (fibra musgosa), de alli se proyecta a CA1 (colaterales de Schaffer).
Finalmente de la regién CAL se proyecta al subiculo y una vez alli se proyecta tanto a la corteza
entorrinal como al presubiculo y parasubiculo, siendo estas conexiones unidireccionales y con un
circuito cerrado entre la formacién hipocampal (D. Amaral & Lavenex, 2007). Se tienen algunas
fibras que conectan la formacion hipocampal. Estas son el haz angular que transporta fibras entre
la corteza entorrinal y otros campos de la formacion hipocampal; la via fimbria-fornix que conecta
a la formacidn del hipocampo con el prosencéfalo basal, hipotdlamo y tallo cerebral; finalmente las
comisuras dorsales y ventrales por donde la formacion del hipocampo de un hemisferio conecta la

formacion contralateral (D. Amaral & Lavenex, 2007).

Existe una diferencia en el posicionamiento de la formacion hipocampal entre roedores (figura 1-2)
y primates (figura 1-3) pero la estructura y comunicacion es analoga (D. Amaral & Lavenex,
2007). Se mantienen algunas diferencias en términos de volumen, cantidad de neuronas por region

y particularidades propias de especie, pero diversos estudios muestran un papel funcional que
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puede mantenerse a lo largo de diferentes especies (Hawrylycz et al., 2012; Sekeres, Neve,
Frankland, & Josselyn, 2010; Ziats & Rennert, 2013).

: B
SZ 16
‘ Perforant
~. 2\ pathway
> 7

[Schaffer
ollaterals @

Figura 1-1. Conexiones de la formacion hipocampal. EC (Corteza entorrinal); Para (parasubiculo);
Pre (presubiculo); Sub (Subiculo); CA3 (Cuerno de Amén 3); CA2 (Cuerno de Amon 2); CAl
(Cuerno de Amén 1); DG (Giro dentado). Tomado de D. Amaral & Lavenex (2007, p 38.)

El haz angular recoge fibras desde la corteza entorrinal y se proyecta a diferentes partes del
hipocampo como el giro dentado y subiculo. Se da origen asi a la via perforante que proyecta
informacion al giro dentado y se considera la entrada de informacién principal desde regiones

neocorticales al hipocampo (D. G. Amaral, Scharfman, & Lavenex, 2007a).

Una de las caracteristicas importantes del giro dentado es la unidireccionalidad de la informacién y
las conexiones (figura 1-4, figura 1-5) (D. G. Amaral et al., 2007a). Asi, la entrada de informacion
al giro dentado no proyecta a la corteza entorrinal, sino que por el contrario, se proyecta a la region
CA3 (figura 1-1; figura 1-5) (D. G. Amaral et al., 2007a). Por lo tanto se considera al giro dentado

como una estructura inicial del procesamiento de informacion en el hipocampo.



Figura 1-2. Representacion de la formacion hipocampal en C57BL/6J. A, vista sagital; B, vista
coronal; C, vista horizontal. Imagenes tomadas del software Brain Explorer 2© (Allen Institute for
Brain Science); D, imagen (No P56) de atlas coronal de referencia en C57BL/6J. Tomado de

www.brain-map.org (Allen Institute for Brain Science).

Figura 1-3. Representacion de la formacion hipocampal en humanos. A, vista sagital; B, vista
coronal; C, vista horizontal. Imé&genes tomadas del software Brain Explorer 2© (Allen Institute for
Brain Science); D, imagen (45 de 106) de atlas coronal de referencia [Human Brain Atlas Guide]
en humano (34 afios). Tomado de www.brain-map.org (Allen Institute for Brain Science).
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Caudal

EC

Figura 1-4. Secciones coronales de tres secciones a lo largo del eje rostro-caudal mostrando las
estructuras del hipocampo en ratas. Las tres secciones de la izquierda son cortes con tincion de
Nissl, las imagenes de la derecha son cortes con tincion de plata. EC (Corteza entorrinal); Para
(parasubiculo); Pre (presubiculo); Sub (Subiculo); CA3 (Cuerno de Amén 3); CA2 (Cuerno de
Amon 2); CA1 (Cuerno de Amon 1); DG (Giro dentado). Tomado de D. Amaral & Lavenex (2007,

p52)



Infrapyramidal

Figura 1-5. Detalle de las partes del hipocampo y vista de las conexiones con otras estructuras. a.
Seccién horizontal con tincion de Nissl; b. diagrama de la organizacion laminar del giro dentado; c.
ilustracion esquematica del giro dentado que muestra la posicion suprapiramidal, infrapiramidal y
cresta. Tomado de Amaral, Scharfman, & Lavenex, 2007, pp. 21.
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1.2 Giro dentado

El giro dentado es una delgada estructura, en forma de U o de V dependiendo de la altura a la que
se vea, que se conforma principalmente por tres capas. Estas capas se diferencian en la cantidad de
neuronas Yy las partes de células que tienen (D. G. Amaral et al., 2007a; D. Amaral & Lavenex,
2007). En la capa molecular se presenta en general una ausencia de células con un grosor de 250
um y alberga las dendritas de las células granulares, contiene ademas las fibras de la via perforante
y un grupo pequefio de interneuronas (figura 1-6). La siguiente capa es la granular y, como su
nombre lo indica, alberga una gran cantidad de neuronas granulares, junto con éstas, también se
encuentran neuronas como células piramidales en cesta del giro dentado. Finalmente la capa

polimérfica, albergando diferentes tipos de células siendo las mas frecuentes las células musgosas.

En la posicion mas septal se ve enforma de “V”, mientras que en una posicion mas temporal se ve
en forma de “U”. La porcidn de la capa granular que se encuentra entre las regiones de CA3 y CA1
se denominada suprapiramidal, en la region opuesta se reconoce la posicion infrapiramidal y la

region entre las dos y que es la que da la forma de U o de V se conoce como cresta (figura 1-5).

El principal tipo de célula del giro dentado son las neuronas granulares que estan conformadas por
un soma eliptico (10um) y se encuentran de forma altamente empaquetada que extiende las
prolongaciones a través de la capa molecular y su principal sitio de inervacion es la region CA3
(D. G. Amaral et al., 2007a; D. Amaral & Lavenex, 2007; Buhl & Whittington, 2007)
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Figura 1-6. Arborizacion de principales células en el giro dentado de ratas (células granulares) y
otras estructuras del hipocampo (células piramidales). Los valores cuantifican la cantidad de
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valores aproximados de sinapsis por um. DG (giro dentado); CA3 (cuerno de amoén 3); CAl
(cuerno de amoén 1). Tomado de D. Amaral & Lavenex, 2007, pp. 55.

La capa de células granulares que proyecta hasta la region CA3 se denomina fibra musgosa y se
considera que son axones desmielinizados que terminan haciendo sinapsis en las células
piramidales de la regién CA3 del hipocampo (D. G. Amaral et al., 2007a; D. Amaral & Lavenex,
2007). Asi mismo, una cantidad importante de axones de la fibra musgosa, termina dando origen a
un conjunto de colaterales que terminan en la capa polimérfica del giro dentado inervando
probablemente interneuronas GABAérgicas. Se ha sugerido que estas neuronas granulares usan
glutamato como su principal sustancia de transmision y se ha demostrado la respuesta ante otro
tipo de sustancias como GABA (D. G. Amaral, Scharfman, & Lavenex, 2007b). También se
reporta la presencia de neuronas inhibitorias en el giro dentado (figura 1-6).

Existen algunas estructuras que proyectan al giro dentado como por ejemplo, los nucleos septales
llegando hasta la capa polimdrfica, igualmente, desde el hipotdlamo, recibe informacion desde los
nicleos mamilares mediales mediante glutamato. Por otro lado, se da una inervacién de
noradrenalina desde el locus coeruleus, de dopamina desde el &rea tegmental ventral y de
serotonina desde los ndcleos del raphe (D. G. Amaral et al., 2007a; D. Amaral & Lavenex, 2007;
Buhl & Whittington, 2007; Osten, Wisden, & Sprengel, 2007)

1.3 Cuerno de Amon (CA3, CA2, CAl)

El principal tipo de neurona del hipocampo es el grupo de neuronas piramidales, ubicadas en las
capas piramidales de CA3-1. Estas neuronas piramidales han sido descritas morfol6gicamente y se
reconoce que tienen un arbol dendritico basal que se puede llegar a extender hasta la capa
denominada stratum oriens y un éarbol dendritico apical que se ubica en la fisura hipocampal (D.
Amaral & Lavenex, 2007). A pesar de que varian en tamafio y conexiones las neuronas piramidales
de CA3 y CAL, son morfolégicamente similares y su comunicacion principal es a través del

neurotransmisor de glutamato (D. G. Amaral et al., 2007b).

También se encuentran neuronas inhibitorias, por ejemplo, las neuronas piramidales en cesta, se
ubican cerca a la capa de piramidal, células en candelabro, que se reportan inmunoreactivas al
GABA,; sin embargo, hay reportes que indican que también pueden ser inmunoreactivas a la
somatostatina, VIP, neuropéptido Y (NPY) y reconocen marcacion de Parvoalblmina, Calretinina
y Calbindina (figura 1-7) (D. G. Amaral et al., 2007b; D. Amaral & Lavenex, 2007).
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Figura 1-7. Neuronas en hipocampo. A. Representacion de distribucion de neuronas piramidales
en CA3, CA2 y CAL. B. Representacion de conexiones una neurona piramidal en la zona CA1 del
hipocampo. El circulo indica el axén de la neurona piramidal. so (stratum orients); pcl (capa de
células piramidales); sr (stratum radiate); sl-m (stratum lacunosum-molecular). Adaptado y
tomado Tomado de D. Amaral & Lavenex, 2007, pp. 69.

Se ha relacionado ampliamente el funcionamiento de hipocampo con funcionamiento espacial y de
memoria, al igual que separacion de patrones espaciales y algunas de estas funciones obedecen a
cambios estrucutrales en el hipocampo que podrian considerarse como fenémenos relacionados
con la platicidad sinaptica (D. G. Amaral et al., 2007b; P. P. Amaral et al., 2009; Elizabeth Gould,
2007b). Estas modificaciones se presentan de forma diferencial dependiendo de la edad de los
sujetos (Bekenstein & Lothman, 1991) y son influenciadas por la integracion de los diferentes tipos

de neuronas durante el proceso de desarrollo embrionario (figura 1-8).
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Figura 1-8. Representacion de las rutas de migracion embriénicas en hipocampo. A. Ruta de
migracion de las neuronas piramidales desde la capa germinativa ventricular al subiculo y areas
CA1-CA3. B. Ruta de migracion de las neuronas granulares al giro dentado. Provienen de las
capas germinativas | y Il. Tomado de Amaral & Lavenex, 2007, 116-117.
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2. Neurogenesis

Hasta finales de los afios 80°s se consideraba que el proceso de generacion de nuevas células
nerviosas (neurogénesis) Unicamente era posible durante los estados embrionarios y finalizaba
algin tiempo después del nacimiento (Colucci-D’Amato, Bonavita, & di Porzio, 2006; Elizabeth
Gould, 2007a; Manning, Ransome, Burrows, & Hannan, 2012). Ademas de la imposibilidad de
demostrar indiscutiblemente el nacimiento de nuevas neuronas, existian otras razones para pensar
en la dificultad de la neurogénesis. Por ejemplo, la evidencia clinica facilmente muestra como
después de un dafio o una patologia, los pacientes no experimentan una recuperacion funcional
completa y las diferentes terapias alivian algunos sintomas pero no curan el dafio (Ming & Song,
2005). La especializacion en la funcion del cerebro dejaba serias dudas en cuanto a la posibilidad
de que nuevas células pudieran ayudar en procesos de aprendizaje y memoria; por el contrario,
nuevas neuronas podrian interferir en los circuitos existentes. Sin embargo,, actualmente existen
estudios que demuestran la necesidad de neurogénesis en algunos tipos de aprendizaje (Clelland et
al., 2009b). Por ejemplo, algunos estudios en roedores han mostrado que la generacién de nuevas
neuronas son necesarias para las funciones cognitivas dependientes de hipocampo (Clelland et al.,
2009b; Goodman et al., 2010).

Actualmente se reconoce que nuevas neuronas son integradas fisica y funcionalmente al sistema
nervioso central (Clelland et al., 2009b; Ming & Song, 2005; Rodriguez-Ramirez, King, &
Kempermann, 2007; Suh, Deng, & Gage, 2009). En la mayoria de los mamiferos, la neurogénesis
ocurre a lo largo de la vida en la zona subventricular junto a los ventriculos laterales y en la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo a partir de grupos de células madre neuronales
enddgenas (Lledo et al., 2006; Ming & Song, 2005). Estas nuevas neuronas migran y se integran al
bulbo olfatorio, por medio del camino migratorio rostral (Rostral Migratory Stream - RMS) y al
giro dentado del hipocampo respectivamente (figura 2-1) (Lledo et al., 2006). La integracion de

nuevas neuronas en otras areas diferentes ha sido bastante controvertida (E Gould et al., 2001;
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Elizabeth Gould, 2007a; Stranahan, Khalil, & Gould, 2007), aungue se ha encontrado que luego de
alguna estimulacion patoldgica se produce un proceso de neurogénesis restaurativo, tanto en las
areas tradicionales (Suh et al., 2009) como en sitios considerados no neurogénicos (Ming & Song,
2005). A este respecto por ejemplo, se ha reportado que es posible estimular la neurogénesis en el
nicleo estriado por medio de la administracion de factores de crecimiento (Im et al., 2010).
También, se ha encontrado modificacion de la neurogénesis neonatal en el tdlamo luego de
exposicion al alcohol (Mooney & Miller, 2010).

a Dentate gyrus —__

Olfactory bulb—__ ||
and rostral N )
migratory stream b

Glomarular Olfactory bulb (maintenance)

Adult Blockade of adult Adult Blockade of
neurogenesis  neurogenesis neurogenesis adult neurogenesis

Figura 2-1. Sitios de neurogénesis en el cerebro de la rata. Tomado de Frankland & Miller, 2008

En general puede asumirse que el proceso de neurogénesis es mas un proceso de plasticidad que de
regeneracioén, en tanto, los estudios de estimulacion de neurogénesis no involucran dafio en el
tejido, aunque, también se han establecido procesos restaurativos, por ejemplo en isquemia,
modelos de alteraciones cerebrovasculares o en alteraciones de animo (Darsalia, Heldmann,
Lindvall, & Kokaia, 2005; W. Jiang, Gu, Brannstrom, Rosqvist, & Wester, 2001; Lledo et al.,
2006; Suh et al., 2009). Otros factores también disminuyen el proceso de NA por estrés psicosocial
cronico (Schloesser, Lehmann, Martinowich, Manji, & Herkenham, 2010). Debido a que son
amplios los factores que pueden influenciar el proceso de NA se han identificado algunos métodos
experimentales y manipulaciones ambientales que pueden modificar los niveles de NA como el
gjercicio, la exposicion a rayos X, el consumo de sustancias de abuso o el ambiente enriquecido
(Arruda-Carvalho, Sakaguchi, Akers, Josselyn, & Frankland, 2011; Clelland et al., 2009a; Glasper
& Gould, 2013; Hoétting & Roder, 2013; Leung et al., 2006; Pereira et al., 2007b; Henriette van
Praag, 2009; J M Wojtowicz, Askew, & Winocur, 2008).
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Dentro de factores externos a los individuos identificados que aumentan la proliferacion y
supervivencia neuronal se encuentran; el ejercicio, el enriquecimiento ambiental y el consumo de
sustancias como antidepresivos de tipo monoaminérgico o antagonistas de glutamato (Cancino et
al., 2013; Jacobs, 2002; Kanai et al., 2009; Lledo et al., 2006; Ming & Song, 2005). En cuanto a
moduladores de proliferacion enddgenos se encuentran las hormonas esteroides, algunos
neurotransmisores y los factores de crecimiento (Aberg et al., 2003; Farrar et al., 2005; Im et al.,
2010; Ming & Song, 2005; Zajac et al., 2010).

Por otro lado, la disminucién de la NA se da por procesos de envejecimiento, neuropatologias
como Alzheimer, Parkinson o Huntington, condiciones de estrés crénico, consumo de alcohol,
drogas o la exposicidn a farmacos antimitéticos que disminuyen los procesos de NA en todas las
zonas neurogénicas (Akers et al., 2011; Akers, Sakaguchi, & Arruda-Carvalho, 2010; Anderson,
Nokia, Govindaraju, & Shors, 2012; Cancino et al., 2013; Chohan et al., 2011; Martinez-Canabal,
Akers, Josselyn, & Frankland, 2013; Ming & Song, 2005; Monje & Dietrich, 2012). Asi mismo, la
exposicion aguda a rayos X disminuye la proliferacion y diferenciacion de neuronas en giro
dentado del hipocampo (N. M. Ben Abdallah, Slomianka, & Lipp, 2007; Clark et al., 2008).

A pesar de tener mdltiples factores que influencian la NA no es un proceso distribuido
ampliamente a nivel cerebral. Por el contrario, estas nuevas neuronas se integran, por lo menos de
forma consistente, en la capa granular del giro dentado del hipocampo y en el bulbo olfatorio
(Koehl & Abrous, 2011; Lledo et al., 2006; Ming & Song, 2005; Suh et al., 2009; Henriette van
Praag et al., 2002).

2.1 Historia

Hacia 1960 se comenz6 a hablar sobre neurogénesis por parte de Joseph Altman y colaboradores
(Altman & Das, 1965, 1966), al marcar nuevas neuronas usando timidina radiactiva (3H-timidina).
En estos trabajos se pudo marcar células con morfologia parecida a las neuronas en el bulbo
olfatorio y el hipocampo de ratas y gatos (Colucci-D’Amato et al., 2006; Gould, 2007). Esta 3H-
timidina fue inyectada en los animales y posteriormente incorporada al ADN de las células en
division, permitiendo la visualizacion por métodos de autorradiografia. Hasta ese momento no se
contaban con métodos que determinaran exactamente que las células marcadas eran neuronas.
Posteriormente, Michael Kaplan replicé los estudios de Altman (Kaplan & Hinds, 1977), pero

introduciendo técnicas de microscopia electronica, demostrando, hacia 1984, que las células
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marcadas eran neuronas (Colucci-D’Amato et al., 2006). Para el afio siguiente, Rakic public6 los
resultados de unos estudios en monos que no mostraban neurogénesis en ninguna de las estructuras

reportadas por Kaplan (Gould, 2007).

En los afios 80, Nottebohm y colaboradores mostraron como nuevas neuronas eran producidas en
el sistema de canto de pajaros adultos; estas nuevas células se generaron a lo largo de los vetriculos
y migraron hacia los sitios de destino, extendiendo los axones, estableciendo sinapsis y con
respuestas de activacion funcional ante los estimulos auditivos (Alvarez-Buylla & Nottebohm,
1988; Nottebohm, 2002). Algunas conclusiones importantes de estos trabajos fueron: a) mostrar
que el proceso de neurogénesis era controlado por factores ambientales como el tipo de estacion y
factores internos como las hormonas; b) solamente una subpoblacién de nuevas neuronas se
seleccionaban para sobrevivir e integrarse en los circuitos existentes y; ¢) las nuevas adiciones a

los circuitos se correlacionaban con el aprendizaje de nuevas silabas en las aves (Suh et al., 2009).

En la década de los afios 90 se desarrollé la técnica de marcacién con bromodeoxiuridina (BrdU),
un analogo de timidina que se incorpora en el ADN nuclear durante la fase S, para estudiar
neurogénesis. Esta técnica es muy similar a la 3H-timidina, se inyecta en los animales de forma
periférica y es recogido por las células que sintetizan su material genético (Rakic, 2002;
Rodriguez-Ramirez et al., 2007). Estas células que expresan BrdU pueden ser detectadas por
métodos de inmunohistoquimica y se pueden combinar con otras técnicas para identificar la
identidad de las neuronas (Gould, 2007). Antes de finalizar el siglo XX, la neurogénesis adulta se
observé por la incorporacion de BrdU en el hipocampo y el bulbo olfatorio en todos los mamiferos

incluyendo pacientes humanos (Ming & Song, 2005; Suh et al., 2009).

2.2 Técnicas utilizadas

Son multiples las técnicas utilizadas para la identificacién de neurogénesis entre los billones de
neuronas del sistema nervioso central (Ming & Song, 2005). Una de las méas aplicadas es la técnica
de anélisis basada en la incorporacion de nucledtidos andlogos durante la division celular. Durante
la fase S del ciclo celular, en donde el ADN se replica, los nucleétidos exdgenos, tales como 3H-
timidina y BrdU, pueden incorporarse en el ADN sintetizado y pasarlo a las células hijas. La 3H-
timidina requiere deteccion autorradiografica, por otro lado, el BrdU no puede detectarse por
autorradiografia pero si por inmunohistoquimica y permite andlisis fenotipico de las neuronas (S.-
H. Kim et al., 2002).
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Figura 2-2. Representacion del proceso de incorporacion de BrdU en la cadena de ADN. Imagen
tomada de Tesis de doctorado no publicada Le6n 2014.

Existen algunas consideraciones importantes que deben tenerse en cuenta al utilizar esta técnica.
Estos nucledtidos requieren la fijacion del tejido y la desnaturalizacién de ADN, lo que indica que
no es posible el andlisis en células vivas, ademas, la etiquetacion se realiza en el nlcleo y es
necesario utilizar técnicas que permitan la identificacion de neuronas (Ming & Song, 2005). Y
finalmente, es importante sefialar que, tanto, la 3H- timina y el BrdU son marcadores de sintesis de
ADN y no marcadores de division celular. Se ha reportado que estos nucledtidos pueden
incorporarse en ADN que se esta reparando (Selden et al., 1993) o en procesos de apoptosis (S.-H.
Kim et al., 2002).

Otro método de identificacién es el analisis basado en marcacion genética por retrovirus; esto
requiere la incorporacion viral en el genoma huésped. En gran cantidad de estos virus, la
integracion genética se da cuando la membrana nuclear se rompe durante la mitosis, por lo tanto,
se reconoce como un buen marcador de division celular, ademas, permite la identificacion in vivo,
sin embargo, requiere inyeccion esterotaxica invasiva en regiones especificas del cerebro (Ming &
Song, 2005).
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Por dltimo, la técnica de analisis basada en la expresion de marcadores especificos. Durante el
desarrollo neuronal éstas células expresan diferentes marcadores que pueden indicar el grado de
maduracion. Asi, los marcadores comunes de neuronas inmaduras son PSA-NCAM (poly-
sialylated-neural cell-adhesion molecule), Tujl (S-tubulin isoform I1I), CRMP (collaspin
response-mediated protein 4, también conocida como TOAD4) y DCX (doublecortin). Para las
neuronas maduras se utiliza cominmente MAP-2ab (microtuble associated protein-2 isoformas a 'y
b) y NeuN (neuronal nuclei). La técnica consiste en el analisis de la expresién o ausencia de
marcadores de neuronas inmaduras (Lledo et al., 2006; Ming & Song, 2005).

Por otro lado, el analisis de la funcionalidad de las nuevas neuronas también ha sido registrado de
diferentes maneras. Asi, se han analizado principalmente tres niveles; un nivel celular y sinaptico,
un nivel de circuito y un nivel de animal completo (comportamiento). En el nivel celular y
sinaptico se han realizado estudios electrofisioldgicos en tajadas (Henriette van Praag et al., 2002).
A nivel de circuito se han realizado estudios de expresion de c-Fos inducida por la actividad de las
nuevas neuronas (Clelland et al., 2009b; Ming & Song, 2005). Asi mismo, en el caso de los
procesos de plasticidad cerebral debido a procesos de memoria, también se ha reportado la
actuacion del gen de activacién inmediata Arc mediada principalmente por transmision
glutamatérgica (Bramham et al., 2010) al igual que la influencia de enzimas mitocondriales como

por ejemplo citocromo oxidasa (Cox) (Méndez-Lépez, Méndez, Lopez, & Arias, 2009).

2.3 Proceso de Neurogénesis

Se ha planteado que el proceso de neurogénesis, posterior al desarrollo, se conserva a lo largo de
las varias escalas filogenéticas. Asi, puede encontrarse desde crustaceos hasta vertebrados
incluyendo péjaros, roedores, primates y humanos (Lledo et al., 2006). Se ha observado que este
proceso disminuye a medida que aumenta la complejidad del cerebro, dando como resultado una
menor cantidad de neurogénesis en primates superiores. Esta observacion puede corresponder a la
facilidad o plasticidad del cerebro de integrar nuevas células nerviosas en circuitos establecidos,
generando varios interrogantes con respecto a la funcionalidad de este proceso. Se ha identificado
la produccién continua de células (interneuronas y neuronas granulares) desde la zona
subventricular (SVZ) hasta el bulbo olfatorio por medio del RMS y la produccién de neuronas
granulares en el giro dentado del hipocampo (figura 2-1) (Goldman & Luskin, 1998; Ming & Song,
2005; Rakic, 2002).
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La neurogenesis se da en virtud de las células madre neuronales, que se definen funcionalmente
por su habilidad para autorenovarse y diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. La
principal evidencia de las llamadas células madre neuronales (Neuronal Stem Cells - NSC) se
basan en métodos in vitro, en donde, en los cultivos generan neuroesferas flotantes o un cultivo de
monocapa (Suh et al., 2009). Algunos estudios muestran que en la zona subgranular del giro
dentado del hipocampo existe un grupo de NSC que continuamente se dividirdn en células
granulares funcionales (Schloesser et al., 2010).

La identidad de las células madre neuronales que dan origen a nuevas neuronas ha sido fuente de
grandes debates; sugiriendo que pueden ser astrocitos, células ependimales multiciliadas, células
subependimales (Ming & Song, 2005) o células astrogliales con y sin proyecciones (Suh et al.,
2009). Y por el contrario, estas huevas neuronas no surgen de neuronas pre-existentes (Aimone et
al., 2011; Deng et al., 2010). Una de las hipétesis con mas apoyo es la de los astrocitos, en donde,
en la SVZ de roedores, un grupo de astrocitos, que expresan positivamente para la Glial Fibrillary
Acidic Protein —GFAP- un marcador de citoesqueleto de astrocitos, da origen a células
proliferantes, que no expresan GFAP pero que expresan DIx2 (marcador de células madre
neuronales), y éstas a su vez originan neuroblastos, que no expresan GFAP, pero expresan DIxX2 y
expresan Poly-Sialated Neural Cell Adhesion Molecule - PSA-NCAM- (un marcador de neuronas
granulares en desarrollo) (Lledo et al., 2006; Ming & Song, 2005). Estas nuevas células migran en
cadena a lo largo del RMS, se calcula que alrededor de 30.000 nuevas neuronas migran
diariamente desde SVZ a bulbo olfatorio. Estas neuronas se han considerado interneuronas
(periglomerulares GABAGérgicas) (Deng et al., 2010; Lledo et al., 2006)

En la SGZ del giro dentado (GD) también se ha propuesto que los astrocitos pueden dar origen a
células granulares; haciendo un estimado de 9.000 neuronas diarias (Lledo et al., 2006; Xu et al.,
2011). Estos astrocitos ubican sus cuerpos en la SGZ y extienden sus procesos a las capas
granulares y el hilus. Al dividirse, estas células dan origen a neuronas inmaduras que expresan
marcadores como doublecortin —-DCX-, un marcador de neuronas inmaduras, y PSA-NCAM,
marcador para neuronas granulares, posteriormente también expresan CRMP4 (Collapsin
Response Mediator Protein 4) y calretinina, una proteina ampliamente expresada por neuronas
para la sefializacion de calcio. Queda abierta la posibilidad de que estos astrocitos también den
origen a otros tipos de neuronas en el GD (Ming & Song, 2005). Estas células granulares envian
proyecciones axonales al area CA3 y los arboles dendriticos en la capa molecular del hipocampo y

se constituyen en la principal fuente de proyeccion del GD (Deng et al., 2010; Lledo et al., 2006).
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Se ha propuesto que alrededor de una semana las prolongaciones comienzan a responder a

corrientes despolarizantes de tipo GABAérgicas (Xu et al., 2011).

Se plantea entonces que los astrocitos, al igual que las neuronas, tienen una amplia diversidad de
funciones, entre las cuales pueden plantearse que lleguen a funcionar como células madre, o dando

sefiales neurogénicas y aportando factores sinaptogénicos (Ming & Song, 2005).

Un anélisis funcional de estas nuevas neuronas ha mostrado que existe expresion de sinapsis
glutamatérgicas funcionales, pero las transmisiones iniciales y que evocan sinapsis son mediadas
por GABA,; siendo estas transmisiones despolarizantes, de cinética lenta y diferentes a las
corrientes inhibitorias tipicamente mediadas por GABA (Lledo et al., 2006). Posteriormente a la
maduracion de estas células, la expresion de sinapsis funcionales mediadas por glutamato y GABA
son evidentes. Morfol6gicamente, las células nacidas desde la SVZ se complejizan alrededor de
unas pocas semanas después del nacimiento; las granulares que se extienden hacia la capa
plexiforme externa del bulbo maduran hacia la segunda semana y las perigromelurales tardan 4
semanas para desarrollar sus neuritas. En el caso de hipocampo, las células granulares también
toman 4 semanas para la maduracién (Lledo et al., 2006) mostrando ademas hacia la segunda
semana propiedades de exctiabilidad comparada con neuronas granulares viejas y reaccionan ante

estimulacion ambiental (Goodman, 2010).

2.4 Regulacion de neurogénesis

Las zonas neurogénicas que contienen las células madre se denominan nichos neurogénicos (Suh et
al., 2009). Estos nichos mantienen y regulan las células madre, ademas, interactlian constantemente
con su ambiente aportando factores nutricionales; estdn formados por astrocitos y células
endoteliales. Se ha descrito que los astrocitos estimulan e instruyen a las células para que se
diferencien en neuronas y las células endoteliales funcionan dando sefiales para que las células
madre se renueven (Lledo et al., 2006). Los nichos neuronales interactlan con programas

intrinsecos y claves extrinsecas (figura 2-3).

Los programas intrinsecos son factores expresados por células madre y progenitores que controlan
diferentes factores de neurogénesis; para la proliferacion los factores neurogénicos son
PAX6/WNT, proteinas implicadas en la diferenciacion neuronal y conexion de sinapsis durante el

desarrollo. La sefializacion Wnt3 es expresada por astrocitos en hipocampo (Suh et al., 2009).

Ademés, se ha reportado que los factores de transcripcion juegan un papel importante en la

regulacion temporal y espacial de neurogénesis (Suh et al., 2009). Dentro de los maés
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representativos se encuentran: la proteina Sox2 -Sex determining Region Y-box 2- que al
expresarse en células madre neuronales pueden auto-renovarse y dar origen a diferentes
progenitores en SGZ y la sobreexpresion previene la diferenciacion embrionaria de las células
madre neuronales. Otra de las funciones de Sox2 es la regulacion de la sefializacion Notch, el cual
estd implicado en la funcién de desarrollo. Se ha encontrado que el receptor Notchl se expresa en
los progenitories neuronales en la zona subgranular y se reporta que cambios en Notchl en
hipocampo se relaciona con dafio en neurogénesis (Xu et al., 2011). Otro factor de transcripcion
importante es el receptor nuclear, tlx, que tiene una funcién importante en la proliferacion y
diferenciacion en neuronas. Cuando se suprime la expresién del receptor, se ha encontrado déficit

en aprendizaje y memoria en ratas (Suh et al., 2009).

Ademas de estos factores de transcripcion, otro factor intrinseco importante son los genes
proneurales responsables de la diferenciacion neuronal y la determinacién de destino. Entre estos
se encuentra: Neurogenin y NeuroD los cuales producen neuronas de proyeccion excitatoria. La
expresion de Ascl 1 es detectada en las células madre neuronales que dan origen a las neuronas
granulares en giro dentado en hipocampo. Los genes Pax6 y Olig2 estan implicados también en
neurogénesis (Suh et al., 2009). Se ha encontrado que los factores epigenéticos de metilacién y
acetilacién de histonas para la distencién de cromatina, también afecta la proliferacion vy

diferenciacion de nuevas neuronas.

Finalmente, los factores generados por eventos ambientales como por ejemplo, el ejercicio fisico,
la restriccién caldrica y el enriquecimiento ambiental han mostrado que aumentan la cantidad de
BDNF -Brain-Derived Neurotrophic Factor-, al igual que, otras neurotrofinas que aumentan la
cantidad de neurogénesis en la SGZ del hipocampo (Schloesser et al., 2010). La infusion de BDNF
en los ventriculos cerebrales resultan en neurogénesis en zonas diferentes a SGZ y SVZ (Suh et al.,
2009).

Los programas extrinsecos son aquellos que son producidos exterior a las células madre y que
afectan la produccion y proliferacion de las nuevas células (Suh et al., 2009). Uno de los hallazgos
mas impactantes con respecto a los neurotransmisores es que, ademas de tener la funcién de
comunicaciéon neuronal, tienen la propiedad de iniciar cascadas de sefializacion que permiten
intervenir de forma significativa en la funcion de control sobre algunos aspectos del desarrollo.
Uno de los neurotransmisores mas ampliamente distribuidos y funcionales es el acido gama-
aminobutirico (GABA), al cual se han asociado las funciones de inhibicion celular en el sistema
nervioso central, ademas, se ha reportado que con respecto a la neurogénesis tiene una sefial de

disminucidn de la proliferacion en la SVZ 'y GD (Lledo et al., 2006).
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Por otro lado, el glutamato se considera el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso
y se han identificado cuatro tipos de receptores (N-metil-D-aspartato -NMDA-, amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolepropionico —~AMPA-, kainato y metabotrépicos para glutamato—-mRGlu). Se ha
encontrado que el efecto del glutamato es complejo sobre la proliferacion celular. Algunos estudios
muestran que cuando se actla sobre los receptores NMDA vy algunos de los metabotropicos se
inhibe la division (Yoshimizu & Chaki, 2004) o pueden facilitar neurogénesis (Baskys et al.,
2005). Asi, se ha reportado que cuando se bloquea el receptor NMDA se aumenta la proliferacion
celular (Dazzi, Matzeu, & Biggio, 2011; Suh et al., 2009). Por el contrario, Arvidsson y
colaboradores (2011) reportan que el receptor de tipo NMDA media procesos de neurogénesis
restaurativo y otros estudios muestran que antagonistas de receptores ionotrdpicos de glutamato
inhiben la proliferacion celular (Wen Jiang et al., 2004). En este mismo sentido, se ha encontrado
un aumento en la proliferacion cuando se acta por medio de los receptores tipo AMPA (Lledo et
al., 2006), igualmente, cuando se lesiona el cortex entorrinal, principal entrada excitatoria del giro
dentado del hipocampo, se da un incremento en la proliferacion de neuronas (Suh et al., 2009).
Una evidencia adicional sugiere que los dafios producidos por medicamentos para anestesia estan
mediados también por receptores NMDA (Kodama et al., 2011). A nivel molecular se reporta que
la interaccion entre procesos de memoria y la activacién de ADN esta relacionada con procesos de
metilacion (J. J. Day & Sweatt, 2010).

Este proceso de neurogénesis no esta Unicamente relacionado con los neurotransmisores de
Glutamato y GABA. Por ejemplo, en cuanto a la serotonina se ha encontrado que las neuronas
serotoninérgicas que proyectan al giro dentado desde los ndcleos dorsales del rafé, cuando son
inhibidas o destruidas, disminuyen la produccién de neurogénesis, tanto en la SVZ como en SGZ
(Suh et al., 2009). Una de las principales funciones de la serotonina ha sido la regulacion de los
estados de animo; uno de los efectos de una gran cantidad de agentes antidepresivos es el aumento
de la serotonina en el espacio sinaptico por inhibicion en la recaptacion por parte de los
transportadores, en el caso de la fluoxetina, o por una estimulacién de los receptores 5-HT1a
(Cooper, Bloom, & Roth, 2003). Se ha encontrado que el tratamiento crénico con antidepresivos
(fluoxetina por ejemplo) aumenta la neurogénesis (Encinas, Vaahtokari, & Enikolopov, 2006),
sugiriendo un efecto directo de la serotonina sobre las células madre del hipocampo (Baskys et al.,
2005; Suh et al., 2009). Otro ejemplo interesante es la dopamina que también parece tener un
efecto sobre el proceso de neurogénesis. Las neuronas de la sustancia negra proyectan sobre la
SVZ inervandola; la inhibicion de dopamina disminuye la proliferacion celular desde las células

madre y se ha encontrado que el efecto puede revertirse por la administracion de agonistas de los
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receptores tipo D2. La denervacion de dopamina disminuye la proliferacion en hipocampo (Suh et
al., 2009).

2.5 Funcionalidad de la Neurogénesis

Son muchos los factores que producen, transportan, desarrollan y participan en la decisién de
supervivencia o muerte de las nuevas neuronas, pero, una vez estas neuronas establecen su
objetivo, llegan a madurar y sobrevivir (Tronel et al., 2010) Existen algunas posiciones con
respecto a la funcionalidad de estas nuevas neuronas. Las nuevas neuronas del giro dentado
muestran una gran propension para la plasticidad sindptica comparada con células granulares mas
viejas (Goodman et al., 2010; Lledo et al., 2006). Ademas, algunos estudios de finales de los afios
90 sugieren un papel en el aprendizaje y la memoria (E Gould, Beylin, Tanapat, Reeves, & Shors,
1999; H van Praag, Christie, Sejnowski, & Gage, 1999). Algunos estudios mas recientes, muestran
gue el aprendizaje espacial puede influenciar la neurogénesis adulta, al parecer este efecto es
mediado por las corrientes de glutamato (Clelland et al., 2009b; Goodman et al., 2010), ya que
cuando es bloqueado el receptor de NMDA no se generan cambios mediados por el aprendizaje
(Tronel et al., 2010).

Se ha propuesto también que las células nuevas reemplacen viejas neuronas o reemplacen la
funcionalidad de grupos de neuronas. Con respecto a la funcionalidad de los circuitos neuronales,
la neurogénesis podria contribuir a propiedades que son producidas por la actividad de grupos de
células (Lledo et al., 2006). Pero en afios recientes, las tesis de actualizacion de redes y
potenciacion de capacidades para el aprendizaje han mostrado ser mas consistentes (Frankland,
Kohler, & Josselyn, 2013b; Maei, Zaslavsky, Teixeira, & Frankland, 2009).

A nivel del sistema en general, los estudios se han concentrado en una explicacion parcial de la
funcionalidad, sin embargo, la brecha de entendimiento entre la generacion de nuevas células y el
procesamiento cognitivo adn es amplia (Aigner, Denli, & Gage, 2007; Lledo et al., 2006; Henriette
van Praag et al.,, 2002; Winocur, Frankland, Sekeres, Fogel, & Moscovitch, 2009). Se ha
encontrado que en hipocampo el desempefio individual de las tareas se correlaciona con el nivel de
neurogénesis, asi, el desempefio en condicionamiento de parpadeo correlaciona con medidas de
supervivencia de nuevas células. Ademas, las tareas con demanda cognitiva han mostrado un
aumento en la neurogénesis (Cotel, Jawhar, Christensen, Bayer, & Wirths, 2012; Tronel et al.,
2010).
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Fisiol6gicamente se ha reportado que en el nacimiento de nuevas neuronas se encuentra gque cerca
del 50% de las células hijas mueren a los pocos dias después del nacimiento. Las células que
sobreviven a este proceso inicial de muerte se diferencian principalmente en neuronas granulares
(Tronel et al., 2010). Uno de los requerimientos para que las nuevas neuronas puedan procesar
informacion es el desarrollo de arboles dendriticos extensivos capaces de recibir e integrar patrones
complejos espaciotemporales de inputs sinapticos. Estudios comportamentales han mostrado que el
aprendizaje espacial moldea las neuronas nacientes no solo por regular su cantidad, sino también la
formacion de los arboles dendriticos. En este mismo sentido se ha encontrado que las nuevas
neuronas granulares desarrollan propiedades eléctricas similares a las neuronas granulares maduras
(Goodman et al., 2010). El aprendizaje espacial incrementa la complejidad de los &rboles
dendriticos, un efecto dependiente de la demanda cognitiva de la tarea y de receptores NMDA
(Tronel et al., 2010). En este mismo sentido, los receptores GABA-A y NMDA han sido
involucrados en modelos de memoria de trabajo (Brunel & Wang, 2001).

En estos estudios se encontrd6 que el crecimiento dendritico inducido por aprendizaje fue
mantenido por al menos tres meses. Estos resultados refuerzan la hipdtesis que las nuevas dendritas
constituyen un componente esencial para recibir e integrar informacién entrante. El aprendizaje
puede acelerar la maduracién de neuronas nacidas adultas por la induccién de genes proneurales
y/o por acelerar la llegada de entradas glutamatérgicas y su integracién funcional en la red, como
ha sido descrito durante las crisis epilépticas (Lledo et al., 2006; Xu et al., 2011). En el hipocampo,
la principal entrada de informacion hacia el giro dentado es la via perforante y se ha reportado que
la alteracion estructural del giro dentado puede tener un efecto sobre las vias de salida del

hipocampo (Aimone et al., 2011).

Clelland, y colaboradores (2009) evaluaron la abolicién de neurogénesis en tareas en donde la
discriminacion espacial (mas cerca, mas lejos) era importante para acceder a un reforzador;
encontrando que este tipo de procesos se afecta en el sentido de patrones de separacion espacial
cortos pero no en grandes separaciones. Estos animales fueron expuestos a rayos X y se corrobord
que la abolicién de nuevas neuronas puede alterar procesos de discriminacién espacial. En este
mismo sentido, Goodman (2010) mostré que el uso de agentes antimitoticos como el metil-
azoximetanol (MAM) reducen la neurogénesis en un 50% aproximadamente y se alteran los
procesos de memoria dependientes del hipocampo. Estos estudios, se contrastan con reportes
previos en donde se habia encontrado que la neurogénesis generada por el ejercicio fisico no
mejoraba el desempefio en tareas de navegacion espacial y que probablemente tenian una funcion

méas motora que cognitiva (Kim et al., 2002), ya que puede que en tareas espaciales gruesas la
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neurogenesis no esté involucrada, pero en discriminacién fina espacial si sea muy importante. En
este mismo sentido, otra hipdtesis que ha recibido apoyo es la que sugiere que el dafio en el
proceso de neurogénesis afecta la integracion de la estimulacién novedosa, conduciendo a los
animales en una incapacidad para distinguir cambios en informacién contextual y temporal
(Schloesser et al., 2010). Desde el punto de vista restaurativo se ha encontrado que la privacién de
suefio modifica los niveles de neurogénesis (Grassi Zucconi, Cipriani, Balgkouranidou, & Scattoni,
2006; Hairston et al., 2005; Korosi et al., 2012; Lucassen et al., 2013).

Metodolégicamente la inhibicion de nuevas neuronas se ha dado por exposicion a radiacion
ionizante (Rola et al., 2004, 2007). Estas exposiciones a rayos X han tenido alteraciones cognitivas
probablemente como una respuesta de las células generando estrés oxidativo y radicales libres que
reaccionan con macro moléculas inhibiendo los factores en los micro-ambientes que permiten la
proliferacion y diferenciacion celular (Fishman et al., 2009; Huang, Zou, & Corniola, 2012; Manda
& Reiter, 2010; Rola et al., 2007). Asi, se ha mostrado que la exposicion aguda a una radiacion de
5 Gy produce una reduccion en el proceso de neurogénesis incluso dos meses después de la
exposicion (Fishman et al., 2009). Este mismo fenémeno se ha demostrado a dosis mas bajas y mas
altas (2 Gy — 10 Gy) en diferentes momentos uno o tres meses (Manda & Reiter, 2010; Rola et al.,
2004). Aunque el proceso de exposicion a rayos X puede producir interacciones en las
mitocondrias de la neuronas progenitoras, también se ha mostrado que neurochormonas como
melatonina pueden prevenir o revertir los efectos de la radiacion ionizante (Manda & Reiter, 2010)
quizas funcionando como inhibidores de procesos apoptéticos (Li, Aubert, & Wong, 2010)
Finalmente, se ha demostrado que la exposicion a rayos gamma también pueden disminuir la

proliferacién y diferenciacion de nuevas neuronas (Kim, Jang, Jung, & Jo, 2011).

Otra de las hipétesis planteadas al evaluar la funcionalidad de la neurogénesis sugiere que
posiblemente el aprendizaje de memorias anteriores serian alteradas si no existiera proliferacion de
nuevas neuronas, al igual que, formacién de nuevos circuitos (Deng et al., 2010). En este sentido,
Tronel et al., (2010) plantea que el aprendizaje espacial probablemente promueve la supervivencia
y muerte de nuevas neuronas, debido a que estd implicado en el proceso de maduracion de
prolongaciones y la posible integracion en redes neuronales preexistentes bajo la modulacién de

glutamato mediante activacion de receptores de tipo NMDA.
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3.Relacion funcional entre hipocampo vy
corteza prefrontal

Han sido varios los niveles en los que se ha propuesto una estrecha relacién entre el
funcionamiento del hipocampo y la corteza prefrontal (CPF) (Jones & Wilson, 2005; Lee &
Solivan, 2008). Un ejemplo de esta relacion se da en psicopatologia, en donde, se han sugerido
modelos de esquizofrenia por lesién en corteza prefrontal, por ejemplo, modificando los niveles de
glutamato, al igual que, en hipocampo ventral por lesion excitotoxica (Lipska, 2004). Asi mismo,
se ha reportado que el tratamiento con drogas antipsicéticas pueden, bajo ciertas condiciones,
aumentar el proceso de neurogénesis hipocampal (Meyer, Knuesel, Nyffeler, & Feldon, 2010). Se
ha encontrado que estos modelos de lesion en hipocampo se asemejan en funcionalmente a la
alteracién por dafio en CPF lo que ha llevado a sugerir una relacion funcional estrecha entre
hipocampo y CPF, a través del area prelimbica e infralimbica, presentando un déficit en dopamina
y glutamato (Lipska, 2004). Asi, la lesidn de regiones infralimbica y prelimbica muestran déficit en
tareas de localizacién espacial de objetos (Lee & Solivan, 2008) y de memoria de trabajo (Jones &
Wilson, 2005) al igual que alteraciones en los procesos de aprendizaje espacial (Siapas, Lubenov,
& Wilson, 2005). Adicionalmente, se ha reportado que la CPF inerva ampliamente al hipocampo
(Sudai et al., 2011). Asi como que el CPF recibe proyecciones monosinapticas desde el hipocampo

por via ventral (Jones & Wilson, 2005).

Otros paradigmas de aprendizaje han planteado que el hipocampo y la CPF pueden funcionar como
una red en conjunto cuando se debe asociar un objeto determinado a un lugar especifico para dar
respuestas comportamentales (Lee & Solivan, 2008). Asi, varios estudios sefialan el papel de la
corteza prefrontal en la ejecucion de tareas de memoria de trabajo y seleccién de respuestas (de
Saint Blanquat, Hok, Alvernhe, Save, & Poucet, 2010; Hanson et al., 2012; Walton, Bannerman, &

Rushworth, 2002). Por su parte el hipocampo ha sido implicado en la respuesta a claves espaciales
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lo que sugiere una comunicacion funcional con la corteza prefrontal, a través de células granulares

gue se constituyen en la salida de informacion del giro dentado (Deng et al., 2010).

Funcionalmente, se ha evaluado el fendmeno de neurogénesis en tareas de memoria, por ejemplo,
Clelland et. al., (1999) trataron de evaluar la habilidad para seleccionar opciones que antes no
habrian sido mostrados. Este grupo de tareas se conocen como de igualacion o no igualacién a la
muestra, en este caso puntual Non-Matching to Place (NMP). En sus resultados muestran como la
modificacion de los niveles de neurogénesis altera la discriminacién espacial sugiriendo una
correlacion entre neurogénesis y discriminacion espacial. Existen otro tipo de paradigmas bajo los
cuales se ha evaluado el papel de la neurogénesis adulta, por ejemplo, Rapanelli, Frick, & Zanutto,
(2011) evaluaron si el nacimiento de nuevas células tenia efecto sobre un paradigma de aprendizaje
basado en refuerzos, encontrando que en la corteza prefrontal la produccion de nuevas células
gliales mejora el aprendizaje. Otra variedad de tareas incluyen condicionamiento contextual de
miedo (Castilla-Ortega, Pedraza, Estiyill-Torrus, & Santin, 2011; Jedynak et al., 2012; J Martin
Wojtowicz, Askew, & Winocur, 2008), laberinto espacial de Barnes (Sportiche et al., 2010),
laberinto acuéatico de Morris (Drapeau et al., 2003; Fujioka et al., 2011; Hairston et al., 2005),
campo abierto (Kimura et al., 2009), actividad motora sin encontrar resultados contundentes entre
animales con mayor o menor neurogénesis (Clark et al., 2008), evitacidn activa (Van der Borght,

Meerlo, Luiten, Eggen, & Van der Zee, 2005), entre otros.

Tanto en el hipocampo como en el bulbo olfatorio estas nuevas neuronas participan en varias
funciones cognitivas. Asi, se ha reportado en humanos y animales que el bulbo olfatorio es una
estructura que estd involucrada en la recepcion y transporte de informacién relacionada con el
procesamiento de informacion del olfato (Akers et al., 2010). En cuanto al hipocampo su funcién
se ha vinculado principalmente con la memoria en diferentes fases (adquisicion, consolidacion,
reconsolidacion y evocacion) y con cambios estructurales (moleculares y sinapticos) que subyacen
a este proceso (Frankland & Bontempi, 2006; Frankland et al., 2006). Se ha reportado que las
memorias declarativa, episddica, contextual y espacial dependen de los procesos en hipocampo
(N. M. B. Ben Abdallah, Slomianka, & Lipp, 2007; Frankland et al., 2013b; Koehl & Abrous,
2011). Quizas una de las funciones mas sobresalientes estd relacionada con la generacion de
fendmenos de plasticidad cerebral, potenciacion y depresion a largo plazo (Dityatev et al., 2004;
Ming & Song, 2005; Nai et al., 2010).

Un aspecto importante para este trabajo es el que esta constituido por las tareas de “memoria de
trabajo”. Este concepto hace referencia a un registro que realizan los individuos temporalmente y

en donde es posible almacenar informacion, de tal forma que esta informacion puede ser
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manipulada y guia la seleccion de algunas respuestas (de Saint Blanquat et al., 2010; Dudchenko et
al., 2013; Dudchenko, 2004a). En modelos animales una de las tareas mas utilizadas es la del
laberinto radial de ocho brazos, laberinto en T 0 en Y y algunos estudios reportan que el CPF tiene
una amplia participacion en este tipo de tareas (Walton et al., 2002). En cuanto a la relacion entre
neurogenesis y memoria de trabajo se ha encontrado que uno de los paradigmas mas utilizado es el
laberinto acuatico de Morris (Nyffeler, Yee, Feldon, & Knuesel, 2010). Bajo este paradigma es
posible realizar variaciones en cuanto a la posicion de la plataforma que se oculta y bajo esta
condicion se denomina memoria de referencia, mientras que la evaluacién de la memoria de
trabajo en este laberinto esta evaluada por procedimientos de igualaciéon a la muestra (Xu et al.,
2011). En esta relacion de memoria y tarea, se ha reportado que la edad puede afectar el
desempefio en tareas de memoria de trabajo encontrando que las células granulares generadas en
hipocampo pueden ser responsables de esta relacion (Meyer et al., 2010; Nyffeler et al., 2010). En
este mismo sentido, modelos animales de Alzheimer muestran poca recuperacién en memoria de
trabajo bajo condiciones en las cuales normalmente se induce un mayor proceso de neurogénesis
adulta (Cotel et al., 2012). Otros modelos han mostrado que las tareas de memoria de trabajo
pueden afectarse por la influencia hormonal (McCormick et al., 2012; Xu et al., 2011). Por otro
lado, otros paradigmas como el laberinto radial, el laberinto en Y y procedimientos de igualacion a
la muestra son utilizados para evaluar memoria de trabajo (Ennaceur & Meliani, 1992). De la
misma forma, los paradigmas de localizacion de objetos novedosos también evallan procesos de
memoria de trabajo (Umka et al., 2010). En cuanto al laberinto en forma de T se ha encontrado que
es posible evaluar memoria de trabajo realizando pares de ensayos en donde la informacion del
primer ensayo sea retenida luego de una breve pausa, denominada, tiempo inter-ensayo
(Dudchenko et al., 2013; Dudchenko, 2004a; Koehl & Abrous, 2011; Peng, Zhu, Cheng, Chen, &
Yao, 2011). Estudios de lesién en areas neurogénicas, como el giro dentado, han mostrado
alteracion en tareas de memoria de trabajo de igualacion a la muestra (Koehl & Abrous, 2011). Por
otra parte, bajo condiciones de consumo de drogas se ha reportado que el consumo de cocaina
disminuye la proliferacion de neuronas en hipocampo y altera el desempefio en tareas de memorias

de trabajo evaluadas bajo el laberinto en T en version acuatica (Sudai et al., 2011).

Por otro lado, los registros electrofisiol6gicos apoyan la idea que el hipocampo y la corteza
prefrontal se encuentran relacionados durante procesos de eleccion (de Saint Blanquat et al., 2010).
Asi, Saint-Blanquat et al. (2010) han mostrado que el registro eléctrico de las neuronas de la CPF
medial durante el desempefio del laberinto radial, permite identificar espacialmente elecciones

previas y expectativas. Teniendo en cuenta que la CPFm en humanos y primates superiores no es
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topograficamente igual en roedores, se ha reportado que las estructuras de la corteza cingulada,
prelimbica e infralimbica, constituyen los analogos funcionales en los roedores (Groblewski,
Ryabinin, & Cunningham, 2012; Heidbreder & Groenewegen, 2003; Wallis, 2012). En cuanto a
registros electrofisioldgicos durante el desempefio comportamental, se ha encontrado que los
ritmos theta de hipocampo se relacionan con memoria a largo plazo, sugiriendo que la regién CA1
estd involucrada en la adquisicion de nueva informacion espacial (Masuoka, Fujii, & Kamei,
2006). Asi, se ha reportado que existe activacion entre el hipocampo y CPFm durante el
desempefio de tareas de memoria de trabajo espacial, sugiriendo sincronizacién funcional de
actividad ritmica (Jones & Wilson, 2005). Esta actividad theta (4 a 12 Hz) ha sido asociada con
comportamientos de procesamiento de informacion, suefio REM y se ha reportado en diferentes
partes de la corteza cerebral, en el sistema limbico y subcortical, sugiriendo un papel en tareas de
memoria de trabajo por activacion del hipocampo (Jones & Wilson, 2005; Siapas et al., 2005).
Existen autores que incluso proponen una relacién temporal entre la activacion de neuronas en
hipocampo a ritmo theta y la respectiva respuesta 50 milisegundos después en la CPF (Siapas et
al., 2005). Finalmente, evidencia funcional muestra que el estrés puede alterar la estructura y
funcion del hipocampo y alterar el comportamiento relacionado con tareas de memoria (Del Arco,
Segovia, Garrido, de Blas, & Mora, 2007). Asi, se ha propuesto gque el enriquecimiento ambiental,
ademas de favorecer procesos de neurogénesis, también reduce los efectos del estrés agudo sobre
la actividad de la CPF (Del Arco et al., 2007).

En cuanto a la relacion y posible identificacion de marcas fisioldgicas entre diferentes regiones
cerebrales, se ha reportado que son mdltiples las marcas que pueden evidenciar procesos durante el
comportamiento. Una de estas lineas de investigacion estd determinada por el analisis de las
oscilaciones electroencefalograficas en bandas de frecuencia gamma (30 Hz a 55 Hz) como un
indicador de integracion temporal de informacion cerebral (Castro et al., 2014). En cuanto al
estudio fisiologico de procesos cognitivos en humanos y animales, se ha reportado que en vigilia y
diferentes fases de suefio la identificacion de marcas en las bandas de frecuencia son un indicador
de diversos procesos comportamentales y cognitivos (Buzsaki & Wang, 2012; Castro et al., 2014;
Kanayama, Sato, & Ohira, 2009; Roux & Uhlhaas, 2014; Uhlhaas et al., 2009).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la estimulacion de la neurogénesis hipocampal sobre una tarea de

memoria de trabajo en el laberinto en T con ratas Wistar adultas macho.

4.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la estimulacion de la neurogénesis, por medio de un programa de
gjercicio cronico, sobre el desempefio en una tarea de memoria de trabajo en el laberinto en T en

ratas macho adultas.

Correlacionar la expresion o el marcaje de nuevas neuronas en hipocampo con

el desempefio comportamental.

Identificar posibles sefiales electrofisiolégicas en hipocampo o corteza prefrontal con

estimulacion de neurogénesis hipocampal.






5. Método

5.1 Animales

Los animales utilizados fueron ratas macho Wistar (320-350g; n = 31, 22 semanas
aproximadamente) que provenian del laboratorio de Inmunofarmos. Los animales fueron alojados
en grupos de 4 animales, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h cada uno (7 am — 7 pm) a
temperatura ambiente. El agua y la comida se administraron de forma ad libitum durante todas
las fases. Para la fase de comportamiento no se realizo restriccion calérica del alimento. Una vez
llegados al laboratorio, los animales fueron asignados de forma aleatoria a los siguientes grupos
1. Experimental (GE): diecisiete (17) animales asignados inicialmente y doce (12)
terminaron las sesiones y fueron expuestos a un programa de ejercicio para estimular la
neurogeénesis y cinco (5) de estos animales fueron sometidos a cirugia de implantacion de
electrodos bilaterales en la corteza prefrontal e hipocampo, de los cuales Unicamente dos
(2) se tomaron en cuenta para los analisis finales
2. Control (GC): catorce (14) animales asignados inicialmente y nueve (9) que no recibieron
exposicion al programa de ejercicio. Cinco (5) de estos animales fueron sometidos a
cirugia de implantacion de electrodos bilaterales en la corteza prefrontal e hipocampo, de
los cuales Unicamente uno (1) se tomo en cuenta para los andlisis finales.
Por manejos logisticos en cuanto a la disponibilidad de instrumentos se dividieron los animales en
dos grupos. En un primer grupo se utilizaron 15 animales (GE = 8; GC = 7) (330 g aprox). De este
grupo inicial se retiraron dos (2) sujetos del grupo experimental debido a que en los dias iniciales
luego de la llegada se presentd una lesién en su oreja derecha en uno de los animales; y un
segundo sujeto presento lesiones en la piel y problemas de respiracién y se recomend6 su salida
del estudio. En el grupo control, también se retird un (1) sujeto por signos de problemas
respiratorios. Asi el grupo experimental de la primera parte fue de 6 animales y 6 animales control

(n =12). Ninguno de estos animales fue sometido a cirugia de implantacion de electrodos.

En el segundo grupo se utilizaron 16 animales (GE = 9; GC = 7) (300 g aprox). De este segundo

grupo todos los animales completaron las fases ejercicio y se tomaron 10 animales (GE -= 5; GC
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= 5) que fueron sometidos a cirugia de implantacion de electrodos. De estos 10 animales, 5
animales tuvieron complicaciones durante la cirugia (GE = 2; GC = 3) y no sobrevivieron al
procedimiento para completar la fase de comportamiento. De los 5 animales restantes que
completaron el procedimiento de implantacién dos (2) animales (GE = 0; GC = 2) se retiraron
abruptamente el dispositivo con los electrodos antes de finalizar la fase de eleccion, por este
motivo, fueron sacrificados inmediatamente y sus cerebros preservados pero no se tomaron en
cuenta para el andlisis de todo el grupo. Asi este segundo grupo estuvo conformado por 9
animales (GE = 6; GC -= 3).

5.2 Instrumentos

Rueda de ejercicio

Durante el procedimiento de ejercicio, los animales fueron expuestos a un programa de ejercicio
moderado, segin Uda et al., (2006). Debido a que la operacién de la rueda fue manual (figura 5-
1), se intentd determinar una velocidad constante para todos los individuos. Asi, se establecié una
velocidad promedio de 7 metros/minuto por un periodo de 30 minutos/dia por 5 dias (adaptado de
Uda et al., 2006)

Figura 5-1. Rueda de ejercicio manual. Utilizada para la implementacion de los programas de
gjercicio del grupo experimental.

Laberintoen T
Laberinto en T de madera recubierto con material impermeable en el interior del aparato (Walton
et. al., 2002). Un brazo inicial va unido a los dos brazos finales formando la figuraen T (Figura

5-2). El laberinto se ubicé a una altura de unos 80 cm del piso. Al final de los brazos C y D se
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ubicaron los reforzadores que fueron unidades de pellets de aproximadamente 4 mm de didmetro y

compuestos principalmente de sacarosa.

- A
Figura 5-2. Laberinto en T. Los lados A y C miden 15 cm. Los lados B y D miden 60 cm. La
altura de todas las paredes del laberinto es de 30 cm (Walton et al., 2002).

Cirugia de implantacion de electrodos

Luego del sometimiento de los animales al ejercicio se tomaron al azar 5 animales de cada uno de
los grupos (GE =5; GC = 5) y se sometieron a la cirugia para el implante de los electrodos. Estos
animales fueron anestesiados durante la cirugia con gas isofluorano previa administracion de un
pre-anestésico (xilacina - 1 mg/kg al 2% y atropina 0.04 mg/kg, i.p.). La induccion de anestesia
se llevo a cabo en una camara saturada con 5 % de isofluorano; luego se colocaron los animales en
un marco estereotaxico y se mantuvieron anestesiados con mascara conectada a un equipo de
anestesia de gases que administraba 1-2% isoflurano en oxigeno y un flujo de (0.5-1 I/min).
Posterior a esto se realiz6 una incision antero-posterior de 2 cm en la linea media de la piel del
craneo, se procedié a ubicar los puntos de bregma para la ubicacion y calculo de los sitios de
ubicacion de los electrodos. Mediante un taladro dental se trepand el craneo de los animales en las
siguientes coordenadas con respecto a bregma. Para la implantacion bilateral en la Corteza
Prefrontal, las coordenadas fueron Antero-Posterior (AV) + 3.0 mm, Medio-Lateral (ML) = 0.5
mm y Dorso-Ventral (DV) — 3,0 mm; para la implantacién en el hipocampo las coordenadas
fueron AP -3.0 mm; ML = 1.8 mm y DV -2.5 mm. Los electrodos fueron hechos de filamentos
de cobre de 0.3 mm de diametro recubiertos con aislante y con la punta del electrodo expuesta
para el registro de campo. Fueron implantados 4 electrodos de registro y 1 electrodo de tornillo
que sirvio de referencia y fue ubicado en el hueso parietal. Adicional a este electrodo de tornillo
se implantaron en el craneo 2 tornillos que sirvieron para anclar la plataforma de los electrodos.

Posterior a la implantacion de los electrodos se fijaron con cemento dental y se procedi6 con
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tratamiento analgésico (Finadine 1,5 mg/Kg i.p.) y antibidtico (Benzetazil 10.000 Ul/Kg, IM.) a

los animales por 4 dias posteriores a la cirugia.

Luego de la cirugia, aproximadamente con una recuperacion de una semana (7 dias), los animales

pasaron a la sesion experimental.

Area prelimbica ; Area infralimbica (corteza frontal medial) Area CA1 de hipocampo
AP +3.0 mm, ML + 0.5 mmy DV — 3,0 mm AP-3.0 mm; ML + 1.8 mmy DV -2.5 mm

Figure 9

Figura 5-3. Imagenes que representan los sitios de implantacion bilateral del hipocampo. Tomado
y modificado de Paxinos & Watson, 1998.

Inmunohistoquimica

Para evaluar la proliferacion de células se administrd a los animales 5-bromo-2”-deoxiuridina
(BrdU, Sigma Aldrich) a una dosis de 50 mg/kg, (i.p.) durante 5 dias consecutivos durante la fase
de ejercicio o reposo. Luego de los procedimientos comportamentales los animales fueron
perfundidos intracardiacamente con 200 ml de solucion salina (0,9%) seguida por 200 ml de
paraformaldehido (4°C al 4%). Los cerebros fueron extraidos y permanecieron 2 dias en
paraformaldehido (4%) antes de ser cortados en vibratomo a una temperatura de 4°C (Garcia,
Lédn, & Cardenas, 2009). Luego de estos dias se seccionaron los cerebros en cortes coronales de
todos los animales a un grosor de 60 um mediante un vibratomo (Vibratome 1500). La técnica de
marcaje se realizé en dos momentos debido a que los grupos fueron divididos en dos grupos. En el
primer grupo se realiz6 por inmunodeteccion directa en dos etapas. Antes de realizar la incubacion
el tejido fue sometido a un proceso de denaturalizacion de ADN con 2 N HCI a 37°C por 30
minutos y se sometio a lavados por 15 minutos con PBS a temperatura ambiente. Luego, en un
primer momento el tejido fue incubado con el anticuerpo primario (Monoclonal Anti-5-
bromodeoxiuridina (MoBu-1) producido en raton (Sigma Aldrich), 1:100 en 0,3% Triton-X PBS)
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durante una noche a 4°C para que se una al antigeno (BrdU). Luego se realiz6 la incubacién con el
anticuerpo secundario (1:200 en 0,3% Triton-X PBS) a una temperatura ambiente por 2 horas
para finalmente administrar la diaminobencidina (DAB) para el revelado. Luego los cortes fueron

montados en ld&minas y se procedid al conteo manual de las nuevas neuronas.

Para la inmunocitoguimica contra BrdU del segundo grupo, después de la exposicion al ejercicio
los animales fueron perfundidos y los cerebros obtenidos fueron preservados por 3 dias en
parafolmadehido y luego fue seccionado usando un vibratomo (Vibratome 1500) a 60uM. Las
tajadas obtenidas fueron almacenadas en PBS pH 7.2 hasta el dia de la inmunocitoquimica. A
continuacion el tejido fue lavado con PBS en tres oportunidades, luego se dio a cabo un proceso
denaturalizacién de ADN con 2 N HCI a 37°C por 30 minutos y se sometié a lavajos por 15
minutos con PBS a temperatura ambiente. Luego, nuevamente el tejido fue incubado con el
anticuerpo primario (Monoclonal Anti-5- bromodeoxiuridina (MoBu-1) producido en raton
(Sigma Aldrich), 1:100 en 0,3% Triton-X PBS) toda la noche a 4°C. Finalmente, se incubaron con
un anticuerpo secundario anti-mouse fluorescente (Alexa Fluor 568, Invitrogen) y se montaron

con Pro-Long Gold® que contenia Dapi.
Microscopia y Analisis de las Imagenes

Imégenes de 12 bits/pixel se adquirieron utilizando un microscopio de fluorescencia Axiovert
Zeiss usando un objetivo de 20X a una resolucion de 1388 x 1038. Las imagenes fueron

adquiridas en las mismas condiciones y se procesaron usando el programa Image J.

5.3 Procedimiento

El procedimiento completo se representa a continuacion

Grupo Experimental: ejercicio

307/5 dias a una velocidad de — Implantacion de electrodos (10
7m/min animales; GE=5; GC=5)
Llegada de Fase I Habituacic:m de Recuperacion de los 4’ Entrenamiento y evaluacion
animales | los animales. 7 "1‘?5 i animales. Tiempo estimado de memoria de trabajo.
Manipulacién diaria 5 de nuevas neuronas 42 dias Laberinto en T. 7 dias
Grupo Control: no sera Perfusion y extraccion
sometido a ejercicio, de tejido

permanecera en cajas aisladas
en tiempo equivalente al GE
ﬁ Inmunohistoquimica

BrdU (50 mg/kg; i.p.) para
todos los animales — 5 dias

Figura 5-4. Diagrama de flujo del procedimiento del experimento completo con todos los animales.
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Las siguientes aplicaron para los animales en los dos grupos de la misma forma a excepcion del

procedimiento de implantacion de electrodos.

Inicialmente se alojaron los animales en grupos de cuatro (4) por cada caja de habitad. Durante una
semana (7 dias) se sometieron a un proceso de habituacion al sitio experimental con una
manipulacion diaria de 5 minutos para cada animal durante los siete (7) dias. En este periodo los

animales tuvieron condiciones de agua y alimentacion ad libitum.

Posteriormente, se asignaron a los animales a los grupos experimentales y control. El grupo
experimental de estimulacién de neurogénesis fue sometido a un programa de ejercicio diario por

30 minutos (adaptado del protocolo de S.-H. Kim et al., 2002) durante 5 dias.

Dos dias antes de la iniciacion del programa los animales fueron habituados a la rueda de ejercicio

por 5 minutos sin ningln tipo de operacion de la rueda.

Luego de estos dos dias se inicid el proceso de ejercicio junto con la administracion del BrDU. El
programa de entrenamiento fue considerado moderado (Pietrelli, Lopez-Costa, Gofii, Brusco, &
Basso, 2012). Debido a la operacion manual de la rueda de ejercicios no fue posible generar un
programa segmentado en el cual los animales incrementaran paulatinamente el ejercicio, por lo
tanto, se tratd6 de mantener una velocidad constante durante los 30 minutos a una velocidad de 7
m/min. La asignacion de los animales a la rueda y la implementacion al programa se realiz6 de
forma contrabalanceada. Luego de completar este programa de ejercicio los animales
permanecieron en un periodo de recuperacion sin ejercicio durante 6 semanas (42 dias
aproximadamente). De la misma forma que el grupo de ejercicio, los animales control recibieron
una dosis de 50 mg/kg (i.p.) de BrdU.

Durante el proceso de recuperacion de los grupos se tomaran al azar 5 animales de cada grupo
(ejercicio y control) y fueron sometidos al procedimiento de implantacién de los electrodos de
registro. Cabe resaltar que como los animales fueron divididos en dos momentos. Los animales
del primer momento (15 animales) no tuvieron el procedimiento de implantacion de electrodos.
Los animales que fueron sometidos a la cirugia de implantacion pertenecian al segundo momento

(16 animales).

Luego finalizar el periodo de recuperacién para todos los animales, pasaron al entrenamiento en la

tarea de memoria de trabajo evaluado por el laberinto en T. En esta tarea se colocé el animal en el
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brazo inicial de un laberinto en forma de T (figura 5-2) y se permitié la entrada a alguna de las
opciones en donde se encontraba una cantidad de reforzador (4 unidades de comida). Una vez el
animal entraba a uno de los brazos y obtenia el reforzador era retirado del laberinto y entraba en
un periodo de inte-rensayo (30 segundos). Pasado este tiempo, el animal podia volver a escoger
uno de los brazos para obtener reforzador. La evaluacion de la memoria de trabajo estaba dada por
reconocer los brazos antes visitados (Levin, 2001). El anlisis del proceso de memoria de trabajo
se realizé por 3 dias (Fase prueba). El procedimiento especifico de entrenamiento en el laberinto
en T fue el siguiente (adaptado de Deacon & Rawlins, 2006):

Habituacion (2 dias). Cada uno de los animales fue colocado en el brazo de inicio (Figura 5-2) y
se le permitio explorar libremente todo el laberinto por un periodo de 3 minutos. Al final de cada
uno de los brazos se encontraba una cantidad abundante de comida (8 unidades).

Entrenamiento — Ensayos Forzados (1 dia). Una vez el animal habia reconocido que el reforzador
se encuentra al final de cada uno de los brazos se procede a ensefiar la tarea en laberinto, que
consistia en ubicar el reforzador (4 unidades) al final de las opciones de respuesta (C o D Figura 5-
2). Al iniciar, cada animal se colocaba en el brazo de salida. Posteriormente, tuvo un periodo de
30 segundos para escoger alguna de las opciones (C o D, Figura 5-2). Luego de escoger una de las
opciones, cada animal tuvo 60 segundos para consumir el reforzador. Una vez finalizado este
tiempo se retird el animal del laberinto y se colocd en una caja de descanso ubicada al lado del
laberinto por 30 segundos (tiempo inter-ensayo- TIE). En un primer ensayo el animal escogia
libremente entre las dos opciones, en el segundo ensayo se forzd al animal a escoger la opcion
contraria a la escogida inicialmente blogueando el acceso al brazo escogido con anterioridad. Esto,
con el fin de forzar al animal a consumir las dos opciones de respuesta. Los animales tenian 20

ensayos discretos diarios.

Si en el tiempo de 30 s no se escogian las opciones el animal se retiraba del laberinto y se
colocaba en la caja de descanso con un TIE. De la misma forma que si se ha escogido una de las
opciones, dentro de los 30s, pero el animal no consume el reforzador en los 60 s, seréa retiraba del
laberinto y ubicaba en la caja de descanso para un TIE. En algunos casos puntuales, el criterio
podia variar debido a que los animales una vez se encontraban en el punto de eleccion podian
cumplir los 30 segundos pero el experimentador consideraba que realizaria una eleccion (figura 5-

3) por lo que aumentaba el tiempo de los 30 segundos iniciales hasta un maximo de 60 segundos
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Figura 5-5. Representacién de un animal en el sitio de eleccién que habria cumplido los 30
segundos para su eleccion, pero debido a su posicion el experimentador consideraba que realizaria
pronto una eleccion.

Prueba — Evaluacién de memoria de trabajo (4 dias). Los animales tenian la fase de memoria de
trabajo (4 dias), en la cual, realizaban 20 ensayos nuevamente, pero, a diferencia de la fase
anterior, no eran ensayos forzados. Es decir, los animales debian escoger libremente hasta
completar los 20 ensayos. Los tiempos para cada uno de los ensayos eran los mismos que los de la

fase anterior.

Una vez finalizada la evaluacion comportamental los animales fueron perfundidos
transcardiacamente bajo anestesia y se realizo la extraccion y preservacion del tejido cerebral para

el posterior anélisis inmunohistoquimico de neurogénesis (identificacion de BrdU).

Andlisis Estadistico

Los resultados se analizaron con estadistica paramétrica (cuando los datos lo permitan). Se
realizaron multiples comparaciones en las puntuaciones de memoria de trabajo entre los grupos
experimentales y control. Se realiz analisis de ANOVA de dos factores con medidas repetidas
tomando como factores el grupo (GE-GC) vy la sesion (E1, E2, E3 y E4) para las variables de
indice de memoria de trabajo, tiempos de respuesta, preferencia, cantidad de comida. Para los
datos de cantidad de neuronas etiquetadas con BrdU se realizaron correlaciones con el desempefio
en tiempos de respuesta, ejecucion y namero de aciertos en la evaluacion de memoria de trabajo.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SigmaPlot 12.0. Los datos
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electrofisiologicos se evaluaron para analisis de coherencia software especializado (Spikell)
comparando histogramas del poder de bandas de frecuencia, obtenidas con la aplicacién de la

transformada de Fourier a la sefial electroencefalogréfica cortical e hipocampal.

5.4 Consideraciones Eticas

Durante la realizacion de este proyecto se cumplieron las normas éticas y legales exigidas para la
investigacion con animales de laboratorio en Colombia (Ley 84 de 1989 y Resolucién No. 8430
de 1993 del Ministerio de Salud). Los animales utilizados se mantuvieron con agua y comida
estandar para roedor (rodantina) ad-libitum. Se respet6 la declaracion universal de los derechos de
los animales proclamada por la liga internacional de los derechos del animal, Ginebra, Suiza
(1989) v los principios éticos de la experimentacién animal enunciados por ICLAS. Los farmacos
utilizados fueron manipulados y descartados siguiendo procedimientos de bioseguridad
establecidos en el laboratorio. Cabe aclarar que la mayoria de los reactivos a utilizar fueron de

categoria no toxica, por lo tanto, el estudio no provocd ninguna alteracion en el medio ambiente.

5.5 Medidas comportamentales

Memoria de trabajo

Debido a que la memoria de trabajo ha sido conceptualizada en la literatura como un proceso
“complejo” se utilizaron indicadores previamente descritos para su medicion (Dix & Aggleton,
1999; Dudchenko, 2004b). Dudchenko (2004) define la memoria de trabajo en ratas como una
tarea de memoria a corto plazo que involucra el mantenimiento de informacién por periodos de
tiempo relativamente cortos y que tiene como finalidad encontrar lugares o estimulos. Junto a esta
definicion se ha reportado que el laberinto en T puede ser un instrumento utilizado para evaluar el
constructo de memoria de trabajo en ratas, operacionalizando a ésta como la alternancia de los
animales entre cada una de las opciones utilizadas en laberintos con varios brazos (Dix &
Aggleton, 1999; Dudchenko et al., 2013; Dudchenko, 2004b).

Asi, el reporte al usar el laberinto en T se da en términos de la alternancia entre las opciones como
un comportamiento de memoria de trabajo en virtud de tener que recordar mejor la opcion visitada
en un momento inicial y luego visitar la contraria, mediando esta eleccion un tiempo inter-ensayo
(Dudchenko, 2004b; Richman, Dember, & Kim, 1986; Tolman, 1925). Las tareas de eleccion en

este mismo laberinto también se han relacionado con otros constructos, por ejemplo, eleccion
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basada en esfuerzo o conflicto, para evaluar constructos cognitivos en modelos animales que
involucran estructuras como la corteza frontal medial (Gilmour et al., 2013; Walton, Bannerman,
Rushworth, 2002).

La memoria de trabajo (wm) en este trabajo fue asumida como la cantidad de respuestas de
alternancia® dadas sobre la cantidad de alternancias posibles (10), indicando si se estaba cerca de lo
esperado como memoria de trabajo.

alternancia
(L) wm ===

(2) Porcentaje wm = wm * 100
indice de preferencia

Se establecié como un indicador de preferencia por alguno de los brazos del laberinto. Este indice
podria considerarse un sesgo hacia alguno de los brazos y podria explicar la baja cantidad de

alternancia en cada uno de los brazos.

Esta definido asi

No respuestas derecha—No respuestas izquierda
No respuestas derecha+No de respuestas izquierda

Q) ip=

Asi, valores cercanos a 0 indicarian que no hay preferencia por ninguno de los brazos del laberinto.
Por el contrario valores cercano a 1 indicarian preferencia del brazo derecho y valores cercanos a -

1 indicarian preferencia por el brazo izquierdo.
Tiempo de respuesta

Una medida que podria ser un indicador de toma de decision es el tiempo de respuesta. Asi, se
calculé desde el momento inicial en que el animal era colocado en el brazo de inicio del laberinto
en T y el tiempo en que el animal optaba por alguna de las decisiones (Rushworth, Walton,
ennerley, & Bannerman, 2004). El criterio para asumir que habia tomado una decision consistia en
colocar las patas traseras dentro de la region de alguno de los brazos. Posteriormente se bloqueaba

la salida del brazo, lo que llevaba a que no cambiara la eleccion.

! Entendida como la entrada en un primer ensayo en un determinado brazo y en la siguiente eleccion en el
brazo contrario a la eleccion inicial. En las sesiones de 20 ensayos se podrian realizar un méaximo de 10
alternancias.
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Tiempo total de ensayo

El tiempo total del ensayo estd definido como el tiempo completo desde que el animal entra en el
brazo de inicio hasta que termina la comida pasando por la eleccion y consumo del reforzador,
puede ser asumido como un indicador de motivacion debido a que la velocidad de consumo de
reforzador ha sido conceptualizado relacionado con la motivacién (J. E. Day, Kyriazakis, &
Rogers, 1998; Halas, Burger, & Sandstead, 1980; Tracy, Jarrard, & Davidson, 2001). Para efectos

de este trabajo a menor tiempo de ensayo total podra asumirse como mayor motivacion.
Comida

En relacion con este estudio y junto con el tiempo total de ensayo podria identificarse como un
nivel de motivacion de los animales. Hay que tener en cuenta gque para este estudio no se realizé
una restriccion calérica alguna debido a los inconvenientes generados cuando se estudian
comportamientos de aprendizaje y memoria mediados con la necesidad de alimentacion de los
animales (J. E. Day et al., 1998; Halas et al., 1980; Tracy et al., 2001).

5.6 Registro fisiolégico

Andlisis de coherencia

El grado de coherencia que puede presentarse entre dos estructuras se define conceptualmente
como la fortaleza de la interconexién funcional que puede estar sucediendo entre estas areas
(Bressler, Coppola, & Nakamura, 1993; Bullock, Mcclune, & Enright, 2003; Castro et al., 2014).
Se midi6 en este trabajo como una funcion entre dos ondas de la frecuencia y el rango desde 0 para
dos ondas y que se interpreta como incoherencia total, hasta un nivel maximo de coherencia

medido en 1, mediante un algoritmo matematico.

Un andlisis que puede realizarse junto con la cuantificacion de la fortaleza, es el tipo de ondas que
se presentan de forma coherente en un determinado punto. Para esto, una vez se realiza el analisis
de coherencia entre las estructuras se puede identificar el tipo de onda que es mas coherente en los

registros (figura 5-6).
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Figura 5-6. Coherencia de los histogramas de frecuencia entre los registros de la corteza frontal
medial y el hipocampo. En la parte superior se detalla el tipo de ondas al que corresponde cada una
de las frecuencias. La linea media indica el nivel de 0,5 tomandose este punto a partir del cual una
coherencia esta por encima del azar.

Para las comparaciones estadisticas se realizd una normalizacion de los registros
electroencefalograficos para aplicar estadistica paramétrica, se siguié el procedimientos sugerido
por Castro et al. (2014) y se aplico la transformacion Z de Fisher. Una vez se transformaban los
promedios de cada una de las sesiones se procedia a la comparacion entre la zona de leccion y la
zona de no eleccidn en cada una de las sesiones (E1 a E4) para cada sujeto. Cabe resaltar que no
todos los individuos escogian en los 20 ensayos discretos con los que se contaba en la sesion de
eleccion. Por el contrario, debido a mantener una contingencia en el tiempo de eleccién de los
individuos, se estableci6 un tiempo de respuesta, en el cual se esperaba que el sujeto escogiera una
de las opciones. De no hacerlo se retiraba el sujeto del laberinto en T y se iniciaba un tiempo inter-
ensayo. En estos casos no fue posible comparar el registro eléctrico entre la eleccion y no eleccion.
Debido a que la coherencia debe estar medida de forma simultanea entre las areas, Gnicamente se

tomaron en cuenta los ensayos en los cuales se habia elegido una opcion.
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6. Resultados

Debido a que el experimento se desarroll6 en dos momentos, es decir, los animales fueron
divididos en dos grupos por factores logisticos, se compararon los pesos en cuanto a los grupos
(GE-GC) del primer o segundo grupo. Se realizd una prueba de comparacion de medias con el fin
de comparar la variable de peso en los grupos. Se encontré que existia una diferencia entre los
grupos (U = 60.500; T = 299.500; p = 0.017) siendo el segundo grupo el gue presentaba una menor
mediana de peso (G2 = 305 gramos) con respecto al grupo uno (G1 = 325 gramos) al momento de
llegada de los animales. Con este resultado se presupone que los animales del segundo grupo eran
mas jovenes que los del primero, pudiendo ser una variable importante en el momento de analizar

la cantidad de proliferacién celular.

En cuanto a la diferencia de los grupos experimental y control a lo largo del estudio, se realiz6 un
analisis de comparacién de medias para el peso, se encontré que no habia diferencia entre los pesos
de los sujetos de ambos grupos (U = 710.000; T = 1376.000; p = 0.163).

Cuando se evaltan los pesos a lo largo de las sesiones y se comparan en un analisis de varianzas de

dos factores de medidas repetidas, se encuentra que no hay diferencia en los pesos (tabla 6-1).

Tabla 6-1. Andlisis de varianza de dos factores con medidas repetidas para la variable peso

Source of Variation DF SS MS F p
Grupo 1 7475.223 7475.223 0.621 0.440
Sujeto(Grupo) 19 228730.729  12038.459

Sesion 3 35.193 11.731 0.436 0.728
Grupo x Sesion 3 172.098 57.366 2.132 0.106
Residual 57 1533.854 26.910

Total 83 237930.952 2866.638

Nota: Factor A: grupo (GE; GC); Factor B: sesién (E1-E4). DF = grados de libertad; SS =
sumatoria de cuadrados; MS = Media de cuadrados; p < 0.05.

Memoria de trabajo

Inicialmente se calcul6 el promedio del indice de wm para todos los cuatro dias de eleccion y luego
se compararon los dos grupos (figura X1a). Se realiz6 una prueba t de student para grupos
independientes (test de normalidad [Shapiro-Wilk] p = 0,605) no encontrando una diferencia entre
los grupos (t = 1,404 (19); p = 0,176; IC -0.460: 0.233; f = 0,146). Al analizar este mismo resultado



46

Neurogénesis hipocampal y memoria de trabajo en ratas Wistar

en términos de porcentaje (Porcentaje wm), tampoco se evidencia una diferencia entre los grupos (t
= 1,404 19); p = 0,176; 1C -4.599: 23.349; 5 = 0,146) (figura 6-1b).
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Figura 6-1. Promedio del indice de memoria de trabajo por grupos. a. indice de 0 a 1. b. porcentaje
de alternancia

Luego se evalué el indice de wm (variable dependiente) en cada uno de los ensayos (figura 6-2).
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Figura 6-2. indice de memoria de trabajo por sesiones (E1-E4) comparando los grupos. No se
encontraron diferencias entre los grupos ni entre las sesiones.

Para analizar la diferencia se realiz6 una prueba de andlisis de varianza de dos factores con

medidas repetidas, para comparar cada uno de los dias de ensayo (figura 6-2a). No se encontrd

diferencia entre los grupos, ni entre las sesiones (E1-E4) para el indice de wm (tabla 6-2).
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Tabla 6-2. Andlisis de varianza de dos factores con medidas repetidas para la variable indice de
memoria de trabajo.

Fuente de variacion DF SS MS F p
Grupo 1 0,181 0,181 1,972 0,176
Sujeto(Grupo) 19 1,742 0,0917

Sesion 3 0,109 0,0362 1,203 0,317
Grupo x Sesion 3 0,0580 0,0193 0,643 0,590
Residual 57 1,714 0,0301

Total 83 3,796 0,0457

Nota: Factor A: grupo (GE; GC); Factor B: sesion (E1-E4). DF = grados de libertad; SS =
sumatoria de cuadrados; MS = Media de cuadrados; p < 0.05.

indice de preferencia (ip)

En cuanto a los grupos, en ninguno se observo preferencia alguna por los brazos (figura 6-3a)
encontrando que la falta de wm no se explicaria por un sesgo en la preferencia de los brazos, no se
evidencia diferencia entre los sujetos (test de normalidad [Shapiro-Wilk] p = 0,561) (t = 0,891 @9);
p =0,384; IC -0,211 to 0,524; = 0,05) ni entre los grupos a lo largo de los dias (figura 6-3b).
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Figura 6-3. indice de preferencia por alguna de las opciones. Valores cercanos a 1 indican
preferencia por el lado derecho; valores cercanos a -1 indican preferencia por el lado izquierdo. a.
Sujetos en cada uno de los grupos; b. sesiones comparado con grupos.

Se observa una tendencia extrafia en los animales nimero 5y 7 del grupo control ya que presentan
una diferencia amplia en cuanto a la preferencia del brazo derecho. Cuando se revisan los registros
propios de los animales, se encuentra una baja cantidad de respuestas y en uno solo de los brazos,

lo que lleva a sesgar el indice en ese animal a lo largo de las sesiones.
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Tiempo de respuesta

Con respecto al tiempo de respuesta se evalud entre los grupos a lo largo de las 4 sesiones con el

animo de complementar el indicador de velocidad en la toma de decision y una posible relacion

con la memoria de trabajo (figura 6-4).
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Figura 6-4. Tiempo de respuesta por sesiones (E1-E4) comparando los grupos. No se encontraron
diferencias entre los grupos ni entre las sesiones.

Para analizar la diferencia se realizd una prueba de anélisis de varianza de dos factores con

medidas repetidas, para comparar cada uno de los dias de ensayo. Al compararse los grupos no se

encontraron diferencias (tabla 6-3)

Tabla 6-3. Analisis de varianza de dos factores con medidas repetidas para la variable tiempo de

respuesta.

Fuente de variacion SS MS F p
Grupo 1 177,551 177,551 0,252 0,621
Sujeto(Grupo) 19 3365,312 703,437

Sesion 3 412,659 137,553 2,506 0,068
Grupo x Sesion 3 90,982 30,327 0,552 0,649
Residual 57 3128,824 54,892

Total 83 17164,694 206,804

Nota: Factor A: grupo (GE; GC); Factor B: sesion (E1-E4). DF = grados de libertad; SS =
sumatoria de cuadrados; MS = Média de cuadrados; p < 0.05.
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Para establecer la posible relacién con la memoria de trabajo, se realizé una correlacion entre los
tiempos de respuesta y el indice de wm, se encontrd que si existe una relacion (r = -0.620; p <
0.001; Coeficiente de determinacion = 38.44%) (figura 6-5).

70

Tiempo de respuesta (segundos)

0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0

indice de wm

Figura 6-5. Diagrama de dispersion de los tiempos de respuesta (segundos) y el indice de wm.
Tiempo total de ensayo

Se realizé un andlisis de los tiempos de ensayos, comparando los grupos y el tiempo a lo largo de
los diferentes ensayos y como variable dependiente el tiempo total de ensayo. Se realizé un analisis

de varianza de dos factores con medidas repetidas (tabla 6-4).

Tabla 6-4. Analisis de varianza de dos factores con medidas repetidas para la variable tiempo de
ensayo.

Fuente de variacion DF SS MS F p
Grupo 1 29.077 29.077 0.195 0.663
Sujeto(Grupo) 19 2826.122 148.743

Sesion 3 316.732 105.577 1.241 0.303
Grupo x Sesion 3 33.634 11.211 0.132 0.941
Residual 57 4849.027 85.071

Total 83 8090.192 97.472

Nota: Factor A: grupo (GE; GC); Factor B: sesion (E1-E4). DF = grados de libertad; SS =
sumatoria de cuadrados; MS = Media de cuadrados; p < 0.05.
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Se puede observar que los tiempos de ensayo se distribuyen los grupos de forma homogénea a lo

largo de los ensayos (figura 6-6).
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Figura 6-6. Tiempo de ensayo por sesiones (E1-E4) comparando los grupos. No se encontraron
diferencias entre los grupos ni entre las sesiones.

Comida

Al analizar la cantidad de alimento como una forma de motivacion, tampoco se encuentran
diferencias entre los grupos. Se puede observar en el analisis de varianza de dos factores.

Tabla 6-5. Analisis de varianza de dos factores con medidas repetidas para la variable cantidad de
comida.

Source of Variation DF SS MS F p
Grupo 1 397.509 397.509 0.122 0.731
Sujeto(Grupo) 19 62087.229 3267.749

Sesion 3 799.130 266.377 1.475 0.231
Grupo x Sesion 3 202.130 67.377 0.373 0.773
Residual 57 10297.132 180.651

Total 83 73745.238 888.497

Nota: Factor A: grupo (GE; GC); Factor B: sesion (E1-E4). DF = grados de libertad; SS =
sumatoria de cuadrados; MS = Media de cuadrados; p < 0.05.
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Registro electroencefalogréfico

De los 10 (diez) animales que fueron seleccionados para la implantacion de electrodos de forma
bilateral, se obtuvieron 3 sujetos para este analisis. Esto, debido a que 5 de los 10 sujetos tuvieron
complicaciones durante el procedimiento de implantacién de electrodos y dos (2) sujetos
adicionales se quitaron abruptamente el dispositivo implantado durante las sesiones de eleccion, lo
que impidio llevar a cabo el andlisis completo de las sesiones de eleccion y su inmediato retiro y
sacrificio. A continuacion y debido a la baja cantidad de individuos, se realiz6 un anélisis para
cada sujeto en cuanto a sus registros de campo.

Para este analisis se tomaron los dias de eleccion (E1 a E4) y en cada uno se analizaron de los
veinte (20) ensayos, cada uno de los ensayos en donde hubo eleccién de eleccion, se tomaron los
dos (2) segundos antes de la toma de decision en el laberinto y se realizé un analisis de coherencia
para cada uno de los registros. A continuacion se observa un analisis de uno de los individuos que

muestra el histograma de frecuencias para los dos canales.
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Figura 6-7. Electroencefalograma cortical e hipocampal de un sujeto experimental durante el
momento de eleccion de uno de los brazos.

Una vez establecido el histograma de cada uno de los ensayos de eleccién se compararon con los
mismos ensayos pero en dos (2) segundos donde no se dio el proceso de eleccién (figura 6-8).
Finalmente se realizé un andlisis de coherencia entre los canales de cada uno de los animales. A

continuaciéon una muestra de este analisis.
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Z. Eleccion

b Z. No Eleccion

é Z. Inicio

Figura 6-8. Representacion de las zonas en el laberinto en T. Durante el analisis del registro
eléctrico se compard el registro del tiempo en la zona de eleccion versus la zona de No eleccién, de
cada sujeto, en cada sesion (E1 a E4).

Para llevar a cabo esta comparacion se realizo con la transformaciéon Z de Fisher aplicada a los
promedios de cada una de las zonas. Se realiz6 un ANOVA por rangos (Kruskal-Wallis) de un
factor (E1 a E4) para comparar el promedio de coherencia intrasujeto en cada uno de los ensayos
(tabla 6-6). Se muestra que no existe una diferencia en la comparacion entre los registros de
eleccion versus los registros de no eleccion del sujeto 1. En cuanto a la diferencia en el sujeto 2
(Exp 2) y Control (Cont) se reporta una diferencia en el analisis de varianza, pero cuando se
realizaron las comparaciones, Unicamente se tienen en cuenta aquellas en las que se compara la
sesion de eleccion versus las de no eleccidn del mismo ensayo (figura 6-9). No se tienen en cuenta
otras comparaciones debido a que al ser un analisis que busca determinar fortaleza de coherencia al
comparar dos momentos del registro no se considerd relevante el analisis de otros tipos de

diferencia.

A pesar de ser una medida que podria ser un indicador de funcionamiento de las estructuras,
debido a la baja cantidad de animales y, en tanto, no todos los animales realizaron elecciones en
todos los ensayos posibles, no se evidencia un patrén claro que permita identificar una diferencia
durante el proceso de eleccion versus el de no eleccidn. La decision de los periodos de eleccién y
no eleccion se toma con base en el sitio en laberinto donde se encontraba el animal. A pesar de que
es un buen indicador, en tanto, la tarea es sencilla, esta medida podria no diferenciar claramente el
proceso debido a que el animal podria decidir incluso en un lugar anterior a la zona de eleccion,

pero no es posible determinarlo en este estudio.



Tabla 6-6. Comparacion de los puntajes Z de coherencia en las sesiones de eleccion (E1 a E4).

eleccién comparados con los registros de no eleccion.

Se compararon en cada una los momentos de

Eleccion 1 No eleccion 1 Eleccion 2 No eleccion 2 Eleccion 3 No eleccién 3 Eleccion 4 No eleccion 4 ANOVA de
rangos un factor
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Nota: los valores representados en la columna Z Coher corresponden a la media junto con el error estandar (SEM). Analisis de varianza de
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a El : E3 ) E4 b El ' E2 ' E3 E4 C 4o bl H E
il i : o8 | Wl Ereccion | ! ! ' R [P —— :‘ H
W {0 Nocoin} | =1 = [k P
06 . I s, (1 g R : : : 0 | LI Nogleccion i T
0.5 - : - 0.4 : i . : j‘
: ; L | | } - i
o 1 ' @ i e oy S 0.6 . 1‘
R = @ & | g 5 o« i 8 . - — - — . S T— TP —
ol T 3y T A | g o mpgams| e omm
o { H e | : i 1 '
S S I e ~ . Slag= ; T
el e Poat o T ot
044 - iy 0.0 o = ! ; : ; . .
g P 1 . * i i L X ' .
: s ; : 0.0 ; :

0.0

Figura 6-9. Comparacion de las puntuaciones Z de los registros de corteza frontal medial e hipocampo en las sesiones de eleccion en cada sujeto.
a. Sujeto 1 sin diferencia en los registros eléctricos de las zonas de eleccion y no eleccion. b. Sujeto 2 con diferencia (p < 0.01) en la primera
sesion de eleccién (E1) en los registros eléctricos de las zonas de eleccién y no eleccidn. c. Sujeto 3 sin diferencia en los registros eléctricos de
las zonas de eleccion y no eleccion. La linea azul en cada figura muestra el punto a partir del cual la coherencia se considera superior al azar.



No se realiz6 un analisis de los tipos de ondas (9, 6, B, o y ¥) que mas prevalecieron en cada uno de
las sesiones de eleccidn debido a la baja cantidad de animales de cada uno de los grupos. Sin
embargo, se ha reportado que este analisis de coherencia puede ser un indicador de fortaleza en el
funcionamiento de dos estructuras lo que podria considerarse relevante para futuras

investigaciones.
Analisis de neurogénesis

Se realiz6 un proceso de inmunodeteccion en dos momentos, que se correspondieron con los dos
grupos de animales. En un primer grupo y de acuerdo con lo reportado en el procedimiento de
Inmunohistoquimica, no se encontré una expresion de las neuronas como se esperaba. La cantidad
de individuos que presentaron nuevas neuronas fue muy escasa. A continuacién los resultados

obtenidos en cuanto a los sujetos.
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Figura 6-10. Cantidad de neuronas reactivas a BrdU en los grupos experimental y control. En el
eje horizontal se encuentran los sujetos por grupo.

En la primera parte no se obtuvieron medidas por grupos debido a que la cantidad de marcaje por
grupo no permitié comparar los resultados entre los animales como se observa en la figura 6-10.
Unicamente se presentaron apariciones esporadicas de neuronas sin tener un nimero homogéneo
de expresiones ni de cortes entre los sujetos. Esta diferencia en la cantidad de expresion y baja
cantidad de neuronas pudo variar por dos grupos de factores. Por un lado, los procedimientos
necesarios para la obtencion de neuronas reactivas a BrdU pudieron ser un factor relevante. Por
otro lado, las condiciones ambientales de los animales pudieron desencadenar una baja expresion

de neuronas de forma similar entre los grupos.
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Figura 6-11. Neurogénesis en el giro dentado inducida por el ejercicio. Diaminobencidina. Imagen
representativa de animal del grupo control para inmunocitoquimica contra BrdU de animales.
Flechas blancas células BrdU positivas. Barra 100um.

En cuanto al segundo grupo de animales se realiz6 una inmunohistoquimica con un anticuerpo
secundario fluorescente (figura 6-12). De la misma forma que en el primer grupo de animales, el

protocolo de deteccidn no permitio la identificacion de neuronas por grupo.

BrdU Dapi Merge

Control sin BrdU

Sujeto 1

Figura 6-12. Neurogénesis en el giro dentado inducida por el ejercicio. Inmunocitoquimicas
representativas contra BrdU de animales no inyectados y animales del grupo experimental. Fechas
blancas células BrdU positivas. Barras 10 y 20um.
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Si bien, la cantidad de neuronas en los grupos fue baja no es posible establecer que se deba a la
variable del ejercicio o no la diferencia. De hecho la condicion de ejercicio deberia ser acompanada
de otro tipo de marcadores celulares que permitan identificar la influencia o no del mismo en la
expresion de nuevas neuronas. Asi mismo, el mantenimiento de las condiciones controladas y la
disminucion en las condiciones ambientales que puedan desencadenar estrés, podria considerarse

un aspecto clave para que pueda diferenciarse la cantidad de neuronas reportadas.
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/. Discusion y recomendaciones

7.1 Discusion

Los resultados encontrados no permiten concluir que el ejercicio sea el fendmeno responsable de
un comportamiento similar o no entre los grupos. Se han reportado efectos a favor y en contra del
proceso de neurogénesis como mediador de fendmenos comportamentales (Chohan et al., 2011,
Cotel et al., 2012; Johnson, Boonstra, & Wojtowicz, 2010; Niibori et al., 2012). Este fendmeno de
neurogénesis al tener diferentes etapas lleva a que el andlisis de la favorabilidad o no se dé
teniendo en cuenta factores adicionales al proceso mismo de proliferacion celular, como por
ejemplo, migracién, integracion en circuitos nuevos y pre-establecidos y funcionalidad de las
células (Aimone, Wiles, & Gage, 2009; Kee, Teixeira, Wang, & Frankland, 2007) o el control de
estrés y enriquecimiento ambiental (Cotel et al., 2012; Korosi et al., 2012; Mahar et al., 2013;
Mohammed et al., 2002; Nishijima et al., 2013). Si se toman en cuenta este tipo de variables, se
sugiere que los eventos ambientales, las condiciones adversas y el que el ejercicio se haya
realizado de forma forzada podrian ser variables que aumenten la carga de estrés en los animales,
lo que se ha reportado como una variable que disminuye la cantidad de proliferacion celular (Déry
et al., 2013; Korosi et al., 2012).

En cuanto al ejercicio como variable que favorece el proceso de neurogénesis adulta ha sido
ampliamente reportado en modelos animales (Ferreira et al., 2011; Ho6tting & Roder, 2013;
Mustroph et al., 2012; Henriette van Praag, 2008). Sin embargo, el protocolo para la induccién de
la misma puede variar en funcién de la definicion de cada uno de los estudios (Mustroph et al.,
2012; Uda et al., 2006), en este estudio, se tomd la definicién de programa crénico con el &nimo de
encontrarse en un rango promedio dentro de los programas usados e intentar asegurar no generar
los efectos deletéreos del estrés debido al ejercicio forzado. Varios estudios han mostrado que al
comparar los niveles de neurogénesis de ejercicio bajo la variable de ejercicio voluntario y
gjercicio forzado se muestra que es menor en el caso del ejercicio forzado, probablemente debido

al factor de estrés que genera esta condicion (J. Jin et al., 2008; Ma, 2008; Nishijima et al., 2013).

Este factor de estrés podria explicar parte de la disminucion en cuanto a la neurogénesis en el
grupo que realiz6 ejercicio forzado, por otro lado, y con respecto al grupo control algunas
caracteristicas que se presentaron en el estudio fueron las condiciones particulares de los animales.
Por un lado, algunas de las variables no se mantuvieron constantes por motivos ajenos al trabajo

mismo, como luz y sonido. En cuanto a la luz se presentaron algunas intermitencias en la
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exposicion a la luz debido a que el sitio donde se alojaban los animales presentaba un alto flujo de
personas y la luz dependia de este factor, asi, el que existieran periodos irregulares de ciclo
luz/oscuridad podria haber generado periodos de estrés que afectan como se ha reportado los
niveles de proliferacion y diferenciacion en neurogénesis (Korosi et al., 2012; Leslie et al., 2011;
McCormick et al., 2012). De la misma forma, las condiciones de ruido en la que estuvieron
expuestos los animales podrian haber contribuido a la disminucion del proceso de neurogénesis
(Burn, 2008; Castelhano-Carlos & Baumans, 2009).

En este mismo sentido, pero cuando se da un favorecimiento de condiciones ambientales como el
enriquecimiento se reporta que aumenta la cantidad de neurogénesis (Birch, McGarry, & Kelly,
2013; Rampon et al., 2000; Solinas, Thiriet, Chauvet, & Jaber, 2010). Si bien aumenta la cantidad
de neuronas, también se reporta que no necesariamente podria verse reflejado este cambio a nivel
comportamental. En un estudio realizado por Cotel et al., (2012) en el cual intentaban determinar si
el enriquecimiento ambiental podria favorecer los procesos de recuperacion neuronal en un modelo
animal de Alzheimer, encuentran un cambio en algunas medidas celulares pero no muestran
efectos benéficos a nivel de memoria de trabajo. En otro estudio en ratones Xu et al. (2011)
intentaron determinar si el entrenamiento en tareas de memoria (de referencia 0 memoria de
trabajo) podria tener un efecto sobre la cantidad de nuevas neuronas. Encontraron que los
entrenamientos en estas tareas no tenian un efecto sobre la cantidad de neuronas reactivas a BrdU.
Esto sugiere que si bien se presenta un fendmeno de aprendizaje y memoria no se presenta de
forma equivalente un cambio en la cantidad de nuevas neuronas (Xu et al., 2011). De hecho, se ha
reportado que algunos tipos de tareas que se utilizan en los estudios de memoria, pueden aumentar
por si mismo los niveles de estrés y esta caracteristica, medida por nivel de hormonas a nivel
periférico se constituye un factor para la disminucion de la neurogénesis (Mohapel, Mundt-
Petersen, Brundin, & Frielingsdorf, 2006). Esto indica que al asumir que los niveles de estrés son
altos en el presente estudio, era de esperarse que no se presentara un aumento en la cantidad de
nuevas neuronas Yy este resultado es congruente con los estudios que evaltan el papel del estrés

sobre la neurogénesis.

Por otro lado, al intentar medir un constructo psicoldégico como la memoria de trabajo podria
presentar algunas limitaciones en modelos animales debido a la diversidad de definicion e
instrumentos para su posterior medicion (Dudchenko et al., 2013; Dudchenko, 2004a). La eleccion
del instrumento se realiz6 teniendo en cuenta la simplicidad del protocolo y el reporte de
efectividad en la literatura, estudios como éste deberian tener més de un instrumento para la

medicion de un mismo constructo con el fin de validar o contrastar las medidas.
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La memoria de trabajo es un concepto que se ha relacionado con algunos procesos necesarios para
llevar a cabo con éxito una determinada tarea (Ennaceur & Meliani, 1992; Romanides, Duffy, &
Kalivas, 1999). Este concepto ha sido estudiado en modelos animales, llegando a establecer
similitudes con procesos en humanos. De la misma forma, existe un funcionamiento analogo en
modelos animales que ha permitido extrapolar parte de los hallazgos en estudios experimentales a
los humanos (Narayanan, Cavanagh, Frank, & Laubach, 2013). Dudchenko (Dudchenko et al.,
2013; Dudchenko, 2004b) sefiala que parte de las estructuras cerebrales fundamentales en la
memoria de trabajo en roedores son el hipocampo y parte de la informacion del 16bulo temporal.

Asi mismo, existen investigadores que relacionan el tema de memoria de trabajo y procesos
analogos a estructuras frontales en ratas, por ejemplo, son ampliamente difundidos los estudios de
eleccion y toma de decisiones en roedores bajo el control de las estructuras frontales mediales en
roedores (Rushworth et al., 2004; Walton et al., 2002). En este estudio se asume que las
capacidades de memoria de trabajo y el desempefio en laberinto en T estan relacionadas con el
funcionamiento de estructuras frontales mediales y el objetivo del trabajo estaba relacionado con
intentar identificar parte de la relacion estructural y funcional mediante el registro eléctrico y su
posible relacion con el comportamiento, pero, debido a que la cantidad de animales utilizados para
relacionar el registro y los comportamientos fue minima, no se logrd identificar claramente este

componente.

Las medidas de tiempo de respuesta, tiempo de ensayo y comida son variables que pueden ser
indicadores de varios fendmenos que subyacen a los procesos de toma de decision, memoria de
trabajo, aprendizaje o motivacion. No se presentaron resultados claros en torno a estos factores y
requieren un aumento de la muestra y la cantidad de mediciones e instrumentos para evaluar el

contructo objetivo.

En cuanto al registro electroencefalografico y su relacion con procesos cognitivos y
comportamentales, se encontrd que si bien se presentan algunos episodios en los cuales se sugiere
una participacion coherente de las estructuras, no es posible identificar tipos de ondas como un
indicador del proceso de eleccion, como se ha reportado en otros estudios (Basar & Giintekin,
2008; Buzsaki & Wang, 2012; Chen et al., 2014; Roux & Uhlhaas, 2014). Debido a que no se
cont6 con un nimero de sujetos importante en cada grupo es dificil poder extrapolar los resultados,
esta falta de varios individuos a pesar de que es deseable, no siempre se encuentra en los estudios
en los cuales se realizan procedimientos de registro fisioldgico. Dentro de las razones para un bajo

nimero de animales se encuentran aspectos éticos y de minimizacion de las condiciones de
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incomodidad para los sujetos, ya que, debido a que los dispositivos con los que se cuenta requieren
conectar en el animal una cantidad importante de cables que van en detrimento del bienestar de los

sujetos.

En cuanto al registro de estructuras como el hipocampo y su papel en los procesos cognitivos, se
encuentra que es posible identificar aspectos fisioldgicos que indican la presencia de marcas que
subyacen la eleccién (Buzsdki & Wang, 2012; Kanayama et al., 2009; Roux & Uhlhaas, 2014;
Silvetti, Nufiez Castellar, Roger, & Verguts, 2014). Y al ser el registro de campo una medida méas
facil de relacionar con cambios a nivel estructuras y cambios comportamentales, se constituye en
una medida importante para poder identificar la participacion en procesos como el aprendizaje y la
memoria (Kitamura & Inokuchi, 2014; Kitamura et al., 2009). Es posible, mediante el anélisis de
coherencia entre las estructuras determinar que influencia cumplen las estructuras aun cuando no
sea una medida de la necesidad o no de la estructura (Tort et al., 2008). A pesar de la baja cantidad
de individuos se considera que si existe una consistencia en los registros y la tarea, es posible
identificar dicho proceso como un indicador de la influencia mutua de las estructuras (Castro et al.,
2014).

7.2 Recomendaciones

Se recomienda para futuras investigaciones contar con mas de un instrumento para la evaluacion
de los constructos o instrumentos que evallen componentes relacionados con el tema de memoria
de trabajo. En tema de variable y mediciones del constructo seria recomendable utilizar
instrumentos que permitan aumentar las medidas comportamentales, asi como mejorar el tamafio

de la muestra.

Hay varios estudios que mencionan variables que también tienen que ver con un aumento de la
neurogénesis, como el enriquecimiento ambiental o el uso de farmacos inhibidores de recaptacion
de serotonina (Encinas et al., 2006; Schloesser et al., 2010; Surget et al., 2011). Sumado a esto,
programas de ejercicio voluntario podrian indicar que es necesario comparar varios programas para
estimular o inhibir el proceso de neurogénesis y asi determinar de forma mas sencilla el efecto de

la neurogénesis sobre la memoria de trabajo.

En cuanto al analisis histologico se requiere un mayor nimero de marcadores con el fin de
identificar si el tipo de células y la edad de las mismas pueden correlacionarse con el programa

establecido para tal fin.
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En el registro electrofisioldgico se encuentra que si bien son amplios los estudios que intentan
relacionar marcas fisiolégicas con eventos cognitivos 0 comportamentales, no se reportan estudios
gue muestren el papel de la coherencia entre activacidén de estructuras, siendo mediado por un
proceso como la neurogénesis. Este aspecto mostraria que un abordaje mas fisiol6gico ayudaria a
ver la influencia de dos estructuras que se alteran por la incorporacién de nuevas neuronas y gue no
necesariamente se sigue con comportamientos completos. Un posible andlisis en este sentido, esta
dado por los andlisis interhemisféricos en un mismo individuo y que podrian evidenciar un

acoplamiento de &reas cerebrales que pueden ser un indicador del proceso cognitivo.

Esta anotacion sugiere que, desde el punto de vista metodoldgico, la evaluacion fisiolégica a nivel
funcional puede ser un indicador intermedio entre el fendmeno celular y el fenémeno
comportamental y que no siempre presentan una correspondencia, por el contrario, es dificil tener

un evento que se corresponda en los diferentes niveles de organizacion.
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