BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Maduraciéon neuronal en el giro
dentado del hipocampo adulto

Piatti, Veronica del Carmen

2009

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:
Piatti, Verdnica del Carmen. (2009). Maduraciéon neuronal en el giro dentado del hipocampo
adulto. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:
Piatti, Verdnica del Carmen. "Maduracién neuronal en el giro dentado del hipocampo adulto".
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2009.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

«DE » B,
o Ve,
L
FACULTAD .

CIENCIAS EXACTAS
y ¥ NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

MADURACION NEURONAL EN EL GIRO DENTADO
DEL HIPOCAMPO ADULTO

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la
Universidad de Buenos Aires en el area CIENCIAS BIOLOGICAS

Verdnica del Carmen Piatti

Directores de Tesis: Dr. Alejandro F. Schinder
Dra. Lidia Szczupak
Consejero de EstudioBr. Arturo Romano

Lugar de Trabajo: Fundacioén Instituto Leloir

Buenos Aires, 2009



Maduracién neuronal en el girodentado del hipocampo adulto

El giro dentado del hipocampo es una dedeeas del cerebro adulto capaz de generar
neuronas durante toda la vidal momento de comenzar fpaiesente tesis se desconocia
completamente el fendmeno por el cwada célula progenitoraeural (NPC) se
transforma en una neurona integrada en el circuito localpl&ged entonces el
objetivo de investigar de qué manera urcpem de desarrollo neuronal se integraria en
un entorno completamente funcional comayieb dentado adulto. Para caracterizar
este fenbmeno se marcaron las NPCs deldgrdado de ratones adultos mediante un
retrovirus modificado para presar la proteina fluoreste verde en las neuronas
nuevas. Inicialmente se estudid6 leogenie celular a diferentes intervalos post
marcado retroviral analizando la progresik@mporal de marcadores neuronales, la
migracion, y los cambios morfologicos subyacentes. Se encontré que la determinacion
del destino neuronal ocurre durante los pros dias. La migracion radial y el
crecimiento de neuritas ocurren durante la segunda semana, momento en que se
evidencia una incipiente morfologia neurongl. fenotipo neuronal maduro se alcanza
durante la cuarta semana. Notablemetdesecuencia de maduracion encontrada
recapitula los principales eventos que ocuderante el desarrollo perinatal, sélo que
con una cinética mas lentaA partir de estas observacies planteamos una nueva
hipotesis:la velocidad de maduracién de las neuronas nuevas es modulada por la
actividad neuronal del circuito local Dado que el hipocampo dorsal y ventral se
especializan en diferentes funcionesgstudio la expresion d&RC (cuya induccién
depende de actividad) y se encontré oreyor actividad y una maduracion neuronal
mas rapida en el giro dentado dorsal. Avem, se utilizé el grcicio voluntario para
incrementar la actividad del hipocampo yobservo una aceleracion significativa de la
maduracién neuronal. Por lo tanto, concluingog la tasa de maduracion neuronal es
modulada por la actividad del circuitockl. Este fendmeno representa un nuevo
mecanismo de plasticidad neuronal del hipocampo adulto.

Palabras claves Neurodesarrollo, neurogénesis Wau sinaptogénesis, plasticidad

neuronal, microscopia cargal, actividad neuronal



Neuronal maturation in the dentate gyrus of the adult hippocampus

The dentate gyrus is one thfe areas of the adult mammalian brain that maintains the
capacity to generate new neurons throughout lAé the time in which this thesis was
started it was stillunknown how neural pgenitor cells (NPCs) become mature
neurons that integrate in thecal circuitry. Our initial goal was to investigate how
neural development occurs in a fully fueetal environment such as the adult dentate
gyrus. To approach this problem we labeled NPCs of the adult mouse dentate gyrus
using a retroviral vector that was modifieéd express green fluorescent protein in
newborn neurons. First, we studied the pnygef NPCs at diffeent intervals after
retroviral labeling, aalyzing the temporal progressiofh neuronal markers, migration,
and the accompanying morphological has. We found that neuronal fate
determination occurs duringetfirst few days. Radial miation and neuritic growth
occur during the second week, at which time the incipient neuronal morphology
becomes evident. The mature neuronal phenotype arises during the fourth week of
development. Notably, the events takinggal during neuronal maturation in the adult
hippocampus recapitulate the main hallamarksesinatal development, but at a slower
pace. These observations led us to put forward the hypothesiketrate of neuronal
maturation is modulated by ehactivity of local circuits Given the functional
specialization of the dorsal and ventral hippocampuss studied ARC expression (a
gene with activity-depndent induction) and found a higHevel of activity and faster
maturation in the dorsal dentate gyrus. rdtwver, voluntary exercise was used as a
behavioral tool to increase hippocampahaist, and rendered a significant acceleration

in neuronal maturation. Thereforee conclude that the raté neuronal maturation is
shaped by the activity of local circuitdhis phenomenon reveals a novel mechanism

of neuronal plasticity ithe adult hippocampus.

Keywords: Neural development, adult negenesis, synaptogenesis, neuronal

plasticity, confocal miarscopy, neuronal activity.
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INTRODUCCION GENERAL

El descubrimiento de la neurogénesis ercerebro adulto significoé la ruptura de un
dogma y ocurrié luego del adveniento de la técnica de marcado in vivo de la sintesis
del ADN con timidina tritiada (SIDMAN et al., 1959). Aquel dogma establecia que
so6lo se producirian neuronas durante el desaryoestaba basado en la teoria neuronal
de Ramén y Cajal de 1913 sustentada poolaplejidad de las conexiones del sistema
nervioso e incompatible con la integracide nuevas neuronas. En los afios 60 se
evidenci6 por primera vez la generacionngeironas nuevas en el cerebro de roedores
adultos (Altman, 1963; Altman, 1969) y en 188 en canarios adids, donde se logro
demostrar que las nuevas neuronas erandnatgs y procesaban sefiales aferentes en
respuesta a estimulos sonoros (Goldmwath Nottebohm, 1983; Paton and Nottebohm,
1984). Sin embargo, por estudios de Pasko Rakic en los que se negaba la existencia de
neurogénesis adulta en primates (Raki®85) el antiguo doga prevalecid en
mamiferos y, en cuanto a las aves, solcaesideré a la neurogénesis adulta una
especializacion evolutiva.En los afios ‘90 el debatn contra del dogma volvié a
abrirse ya que se observé diferenciacion neuronal en cultivo a partir de células
progenitoras neurales (NPCs) obtenidas de tejido cerebral de mamifero adulto
(Reynolds and Weiss, 1992; Richards et &4092; Lois and Alvarez-Buylla, 1993).
Finalmente, el grupo de Fred Gage confirpnduantifico el fendmeno en el cerebro
adulto de roedores y humanos (Kuhn etE96; Kempermann et al., 1997; Eriksson et
al., 1998), sentando las bases gdaraceptacion general dedaistencia e importancia

de la neurogénesis adulta.

Actualmente hay un amplio consenstbi® la generacion de neuronas nuevas
a lo largo de la vidde los mamiferos. Sin embargos larogenitores neales tienen la
capacidad de generar neuronas nuevas soldosnregiones deterebro adulto en
condiciones fisiolégicas, laoma subventricular lateral Y&) y la zona subgranular
(SGZ) del giro dentado del hipocampo (Zhaalet2008) (Fig. 1C). En otras areas del
cerebro este fendbmeno solo se observ@espuesta a dafio neuronal (Magavi et al.,
2000). Las neuronas nacidas en la SVZ migramdes distancias pta via migratoria
rostral y se incorporan al bulbo olfatoriogFLC). Las neuronas nuevas de la SGZ, en
cambio, se integran en el mismo circudonde se originaron, en la propia capa

granular (GCL) del giro dentado (Zhao et 2DP8) (Fig. 1D). Dado que esta tesis se
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enfocé en la neurogénesis en el girotddo del hipocampo adulto, es relevante
destacar en primer lugar ciertos detallesa@cee la estructura, funcién y desarrollo del

hipocampo.
A DORSAL B DORSAL
R e
Hipocampo
CAUDAL Lébulo CAUDAL
Frontal
] Fé
ROSTRAL y Hipocampo
Septum Lébulo
Bulbo : Septum o
Medial o
Olfatorio Tempard Medial .Ldébulo
ROSTRAL » Temporal
VENTRAL VENTRAL -
C
Bulbo ' SV7 SGZ
Olfatorio
Corte sagital

Via Migratoria y
Rostral
D Corte coronal W
%&% Subi@ Corteza
Entorrinal
edial
DENTADO

Interna Medial Externa
Capa Molecular

Figura 1: Identificacion del hipocampo y las zonas neurogénicas en el cerebro.adluiequema de la
anatomia 3D del hipocampo en el cerebro de ratén. EIl eje longitudinal se extiende desde el septum
(dorso-rostral) al I6bulo tempalr (ventro-caudal) del cerebroB. Esquema de la anatomia 3D del
hipocampo en el cerebro fmano. Notar que el extremo mas doall eje longitudinal ya no esta cerca

del septum y ahora es caudél. Zonas neurogénicas en el cereldal®. A la izquierda, se muestra el

eje de corte sagital en el cerebro de ratén. Atdecti@, imagen de un coragital con tincion de Nissl,

del atlas del cerebro de ratén de G. Paxinos yidnklin. La cual indica en verde las zonas de
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neurogénesis y la corriente migratoria (flechas) de neuroblastos y neuronas nuevas hacia el bulbo
olfatorio. D. Organizacién anatémica del hipogaon A la izquierda superior, se muestra el eje de corte
coronal en el cerebro de raton. A la izquierda inferior, imagen de un corte coronal con tindiésl de

del atlas de Paxinos y Franklin, remarcando un hipocampo que se detalla anatobmicamente a la derecha.
Los axones de las neuronas de la capa Il de la cartgaginal (principal aferencia) se segregan en la
capa molecular medial o externa del giro dentado de acuerdo a su proveniencia; medial o lateral,
respectivamente. Los mismos axones i@mproyectan en fona directa sobre GA Los axones de las

células granulares se ramifican y contactan a k&sneauronas del hilus y a las células piramidales de
CA;. Estas a su vez ramifican y proy@tsus axones a otras neuronas der€éurrentes, al hipocampo
contralateral a través de la fimbria comisurales y a las neuronas gdec@#ffer collaterals Las
neuronas de CAya sea a través del subiculum o dire@ata, proyectan sus @xes hacia la corteza
entorrinal completando dbop glutamatérgico cortical Por simplificacién se representdé de manera
cualitativa una neurona principal dentro de cada subdivisién del hipocampo y el giro dentado con su
arbol dendritico y axonal. En verde se detalla la zona neurogénica y con flechas la integracion de las
neuronas nuevas en la GCL.

Arreglo estructural del hipocampo

La formacion hipocampal comprende cuatrousstiras corticales; el giro dentado, el
hipocampo propiamente dicho que se divide en las subregiormasammonigCA) 1,,

2 y 3,el complejo subicular que incluye albsculo, parasubiculg presubiculo y por
altimo la corteza entorrinal que en roedosesdivide en lateral y medial. La forma
tridimensional de dicha estructues relativamente compleja que su eje longitudinal
se dobla formando una “C” y se extiende @estl septum (dorso-rostral) al I6bulo
temporal (ventro-caudal) del cerebro, demandose eje “septo-temporal” en roedores
(Amaral and Witter, 1989) (Fig. 1A). Elws primates dicho eje rotd6 90° rostro-
caudalmente por el mayor desarrollo de t@sulos frontal y temporal (Fig. 1B). Para
facilitar entonces la lectura de la teb@blaremos del eje longitudinal del hipocampo
como “dorso-ventral” para poder utilizaren toda la escala de mamiferos y

llamaremos “hipocampo” a la estructupae incluye ademas el giro dentado.

El hipocampo se distingue por su argacion anatomica laminar con limites
definidos, que lo convirtié en un excelenteatbjde estudio. Las neuronas principales
son glutamatérgicas y comprenden las graeslen el giro dentado, y las piramidales
localizadas en CA CA; y CA; todas ellas dispuestas @na Unica capa de somas. Las
neuronas granulares presentan su afeaegitila capa molecular y su eferenogsy
fibers) en el hilus y CA (Fig. 1D). A su vez la capaolecular comprende 3 sub-capas
(interna, medial y externa) con axones dleerente procedencia que proporcionan
especificidad de los estimulos que llegarada porcién del arbalendritico de las

células granulares (Forsteradt, 2006). La capa moleculsterna presenta las fibras
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comisurales y de asociacion que se originaeldnlus ipsi y contralateral y contactan
segmentos dendriticos proximales de las oveas granulares. Los axones capa medial
pertenecen a las neuronas mas superficiales de la corteza entorrinal medial y
transmiten principalmente informacionpesial (Hargreave®t al., 2005). Y por

altimo, en el tercio mas externo se encuentran los axones que contactan los segmentos
dendriticos mas distales y sgginan en las neuronas magperficiales de la corteza

entorrinal lateral.

Ademas, las proyecciones aferentes y eferentes del hipocampo también se
encuentran organizadas en el eje longitudinda principal aferencia, la corteza
entorrinal, inerva con su banda mas doederhl al hipocampmas dorsal y la banda
mas ventro-medial a la regién mas ventral del hipocampo (Amaral and Witter, 1989).
Estas bandas presentan difeeecbnectividad: mientras que la region que proyecta al
hipocampo dorsal recibe proyecciones dendmcorteza, la regidon que proyecta al
hipocampo ventral recibe aferentes de lewg subcorticales, como la amigdala
(Dolorfo and Amaral, 1998a; Dolorfo anaral, 1998b). Mas aun, hay conexiones
directas entre el hipocamponteal y la corteza gfrontal, la amigda, el hipotalamo y
otros nucleos subcorticales, ausentes eaden mas dorsal del hipocampo (Verwer et
al., 1997; Pitkanen et al., 2000; Kishiat, 2006; Cenquizca and Swanson, 2006) lo
cual contribuye a la marcada diferenciatémica y funcional quearacteriza al eje

longitudinal del hipocampo.

El hipocampo y su funcion

¢,De qué nos sirve tener un hipocampo? Lauestp a dicha pregunés relevante a la

hora de tratar de respondar siguiente ¢por qué o pagaé hay neurogénesis en el
hipocampo adulto? Aunque muchos trabajos recientes investigaron esta Ultima
pregunta, ninguna de las respuestas es clarasien controversias. Incluso, a la hora

de explicar el rol funciodadel hipocampo. Lo cuabe tratara de explicar a

continuacion, dejando para la discusiiral el rol de las neuronas nuevas.

Curiosamente y de acuerdo con dagregacion estrtiral mencionada
previamente, el hipocampo se diferencia fonalmente en su eje longitudinal, siendo

la region dorsal la mas involiadla en el procesamiento asg@l y la region ventral en
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los procesos de ansiedadccgntrol inhibitorio del compadamiento (Bast and Feldon,
2003; Bannerman et al., 2004). Por ejemlgsiones especificas en la region dorsal y
no en la ventral en las ratas determinan daficias en el aprendizaje espacial del test
de navegacion de Morris (MWM), el cuarssiste en un estanquoen agua opaca y una
plataforma sumergida que el animal delpgender a localizar a través de sucesivas
pruebas utilizando claves espaciales debiante (Moser et al.,, 1995a). En cambio,
ratas con lesiones especificas en la regéntral y no en la dorsal presentaron menor
respuesta neuroendocrina duralateexposicion a una caja @h centro de una pileta
iluminada y menor ansiedad en el test edevde cuatro brazos (@atigma que mide la
exploracion del animal en un dispositivo 4idrazos radiales, 2 abiertos y 2 cerrados,
gue se encuentra iluminado y elevado)e(®trup et al., 2002). Las diferencias
funcionales favorecen la idea de una segregacion funcional, con posibilidad de
multiples representaciones de un mismo evento largo del eje dorso-ventral. La
capacidad de codificar diferentes estimuwos una Unica representacién topografica a
lo largo del eje longitudinal del hipocampaporcionaria un re-aeso a las diferentes
regiones de la neocorteza asociadas cama estimulo a posteriori. De acuerdo con
ello, se observd que si unrapdizaje requiere la asocidan de dos estimulos que
separados presentaron patrones de adbivaopuestos en el eje longitudinal del
hipocampo en humanos, el patrén de activacgsultante de la asociacién, no es una
adicién, sino un patron diferente en la regi@mtral del eje longitudinal (Small et al.,
2001). Esto sugiere que epbtampo podria actuar como wana de convergencia de
datos codificados en zonas anatémicamersiaties en la neocorteza, contribuyendo a

Su activa asociacion.

Interesantemente, si se hubiera pregdotde qué sirve tener un hipocampo
hace 300 millones de afios, la respuesta de mejor eleccion hubiera sido algun rol en la
memoria espacial (Bingman, 1992). Esto peaei de la observacidén de que los peces
teleosteos y reptiles procesan informacespacial con la estructura homologa al
hipocampo (Rodriguez et al., 2002b; Rodrigueal €2002a; Treves et al., 2008a). Las
aves también han conservado dicha funcidlaenisma estructura homologa (Bingman
and Jones, 1994; Vargas et al., 2004). Las primeras evidencias de que el hipocampo
provee un mapa de referencia espacial prodmdos experimentos de O’Keefe en los
afios 70 (O'Keefe and Dostrovsky, 1971Ké&&fe, 1976). Utilizando multielectrodos

implantados en el hipocampo de ratas describieron células que se activan
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especificamente cuando el animal ocupa una determinada posicién del §spaeio
cell) mientras el animal explora un ambiemteterminado. Por lo tanto el rol del

hipocampo en la memoria espacial se encuentra totalmente aceptado.

La capacidad de poder trazar un mapadisnentalmente podria facilitar la
formacién de memoria episddica de los everjoe ocurrieron en cada lugar. De
hecho, se demostrdo que el hipocampo @scaren éste procesamiento mnesico en
humanos (Lehn et al., 2009; Heckers et2004; Scoville and Milner, 2000). El caso
clinico mas famoso, fue el del paciente H, juien después de la remocion bilateral de
gran parte del hipocampo se olvidaba de tddssventos de su vida diaria luego de
pocos minutos. La consistencia con diesrpacientes con el mismo tipo de cirugia
puso en evidencia el rol del hipocampo edrprocesamiento de memorias recientes
(Scoville and Milner, 2000). También sEemostré que rasacon el hipocampo
lesionado no pueden discriminar el ordempgeral de una secuencia de 4 eventos
(olores asociados a un lugar) mientras qaedgéas control no muestran inconvenientes
(Ergorul and Eichenbaum, 2004). Por ellopsstuld que el hipampo podria ser un
organizador de representaciertemporales (Eichenbaum et al., 1999) que luego serian
almacenadas a largo plazo en otros cerdooscales, probablemente aquellos con los
que el hipocampo se interrelacion6 durante la consolidacibn de dichas memorias
(Alvarez and Squire, 1994).

Desarrollo del hipocampo

La mayoria de de las areas del cerebro se desarrolla completamente durante la
embriogénesis. En el hipocampo dedmatla neurogénesis d@s interneuronas
GABAérgicas finaliza en el dia embrionafié (Soriano et al., 1986), mientras que la
produccién de neuronas piramidales terminaledia embrionario 18. A su vez, los
axones de la corteza entorrinaldia y lateral, principal afeincia excitatoria, arriban a

la capa molecular del giro dentado a mediadi®da primer semana postnatal (Fricke

and Cowan, 1977), manteniendo desde el caroiafe su desarrollo la segregacion
espacial que los caracteriz8in embargo, la GCL del gimentado se desarrolla en un

80 % durante las primeras semanas postmtatontinia generando neuronas durante

toda la vida del individucgunque disminuyendo la tasa meurogénesis drasticamente
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durante la vejez. De estaanera, cuando la mayoria s neuronas granulares se
desarrollan la estructura del circuito ya ha sido finalizada (Lulgbexds 1985; Lubbers
and Frotscher, 1988).

El desarrollo del giro dentado comieregartir de la migracion de NPCs del
neuroepitelio dentado primario, las cualman una matriz dentada secundaria
adyacente a la fimbria, durante la embrioggs (Fig. 2A). En los ultimos estadios
embrionarios, neuroblastos migran desdenkdtriz secundaria al primordio del giro
dentado y se alinean para formar la capareatsuperior de la futura GCL (Fig. 2A).
Luego del nacimiento, se genera una segotalde migracion tangencial que da origen
a la matriz dentada terciar(abicada donde se formaratelus) y a la GCL inferior
(Fig. 2B). Los neuroblastos de la matriectaria migran radialmente para formar la
parte mas interna de la GCL (Fig. 2B).n&imente, alrededor del dia postnatal 20 los
progenitores neurales se acumulan efs@Z donde continlan generando neuronas
nuevas durante toda la vida del widuo (Fig. 2C) (Altman and Bayer, 1990;

Kempermann et al., 2003).

En conclusion, la GCL resultante pegata un gradiente bidimensional de
desarrollo formado por la combinacion de mortes migratorias tangenciales y radiales
qgue determina poblaciones neuronales de difesecedades. En el eje tangencial, las
neuronas localizadas en la GCL superior son mas viejas que las de la capa inferior. En
el eje radial, las ngonas mas internas adyacente$aaSGZ son mas nuevas que las
mas externas. Este patrén de dedlarren el eje radil se denominadutside-ir,
indicando que la regiébn méas externa decdgpa antecede a la interna, caracteristica
distintiva de las neuronas graarés del giro dentado. Porantrario, el resto de las
corticales siguen el patranverso de desarrolloirfside-out, donde las neuronas mas

nuevas migran hacia la parte mas exeata la capa (Soriano et al., 1994).

17



A. Embrion B. Postnatal temprano C. Adulto

Neuroepitelio 2da Migracion tangencial B GCL externa
I™@ Migracion tangencial &« Matriz dentada terciaria GCL interna
Matriz dentada secundaria 4  Migracion radial Wl SGZ

Figura 2: Desarrollo del hipocampoEsquema del hipocampo representando el desarrollo del giro
dentado. La zona de punteada representa la fGQta Notar que lo primero en formarse es la parte
externa de la GCL superior. Modificado de Piatti et al., 2006.

Neurogénesis adulta

La neurogénesis en el hipocampo adu® un fendmeno conservado durante la
evolucion de los vertebrados. Por ejem@n,el hipocampo homologo de lagartijas
adultas se reporté generacion de nuawasronas con caracteristicas similares a las
neuronas granulares del giro dentado de maosifeMas interesante aln es que se haya
encontrado neurogénesis adulta en la formacion hipocampal homologa de las aves,
cuando no tienen ninguna estructura pareaidgro dentado o al menos es mucho mas
debatida (Treves et al.,, 2008a). Portémto, a pesar que aun se desconoce el
significado fisioldgico del nuevo aporte neusben las regiones del cerebro adulto que

lo reciben, parece haber sido una estrategautiva favorable para el procesamiento

de informacién que llevan a cabo.

Por otro lado, la generacion de menas nuevas en los mamiferos podria ser
un proceso marginal del giro dentado pordssarrollo neuronal tdio. Por ello las
neuronas nuevas no llegarian a ser funciorates! circuito del animal adulto. Sin
embargo se demostro fehacientemente guiedaronas nuevas son capaces de procesar
informacion de la misma manera que lasiroeas granulares preexistentes en el
hipocampo adulto (van Praag et al.,, 2002y1as aun, se produce un significativo
namero de neuronas por mes (3-6 % respel la poblaciortotal de neuronas

granulares) en condiciones basalesan@ron and McKay, 2001) y la tasa de
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neurogénesis es regulada por estimulos fisiol6gicos. Por ejemplo, la actividad fisica
voluntaria, el ambiente enriquecido, algunos paradigmagpuoendizaje y condiciones
patolégicas como la epilepsia y la isquaraumentan el nUmero de neuronas nuevas
(van Praag et al., 1999b; Parand Lowenstein, 2002; Kokag#nd Lindvall, 2003). En
cambio situaciones de estrés, depresién y envejecimiento disminuyen la tasa de
generacion de neuronas nuey@sman, 2004; Morgenstern et al., 2008). Por ultimo,
manipulaciones que reducen la neurogénetambién alteran comportamientos
dependientes del hipocampo y el desempafigaradigmas de aprendizaje espacial
(Shors et al., 2001; Snyder et, &005; Dupret et al., 2008).

En resumen, una vasta literatura dertragle importancia de la neurogénesis
adulta en el hipocampo de mamiferos, sieadgroceso que puede regular la funcion
del hipocampo, asi como en feedback el fumamiento de éste pueden regular el
proceso de neurogénesis. A pesarlite s mecanismos y tiempos de modulaciéon no
estan claros. Por lo cual, primero es nedesaracterizar la secuencia de desarrollo
gue una célula debe seguir para llegar aisarneurona funcional en el circuito adulto

(capitulo 1), para luego tratar detender su modulacién (capitulo Il).
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CAPITULO |

SECUENCIA DE MADURACION NEURONAL

Introduccion

La neurogénesis es un proceso complejo de desarrollo que involucra varias etapas
comenzando por la proliferaciéon de las Q$R la posterior adquisicion de fenotipo
(astrocito, oligodendrocito o neurona) plar progenie celulay posteriormente la
maduracion hasta completar su desarrollorabie la maduracion las células migran,
establecen las conexiones apropiadas con la red inhibitoria y excitatoria, adquieren
excitabilidad y comienzan a sintetizar yedrar el neurotransisor apropiado, en un
tiempo determinado. A pesar que en todo el cerebro adulto hay NPCs, solo en las
zonas neurogénicas, la SGZ y la SVZ admen el fenotipo neuronal en condiciones
normales (Zhao et al., 2008; Gage, 2000) (E{@). Si se aislan células progenitoras

del hipocampo adulto y luego de expandiilayitro se transplantan en regiones no
neurogénicas como el cerebelo o el cueeptriado la progenie solo se diferencia a
células gliales mientras que si se transplar@n las zonas neurag€as se diferencian

al tipo de neurona apropiade cada region (Gage, 2000).

En particular el giro dentado adulto es el Unico donde se sustenta el proceso
completo de neurogénesis ya que las omag nuevas se generan en la SGZ y se
integran a la misma GCL, mientras glas neuronas generadas la SVZ migran
grandes distancias para intagge al bulbo olfatorio (Fig. JC Con el desarrollo de la
técnica de marcacion retroviral se observé gaesl giro dentado se generan células
granulares funcionalmente integradas cdasmneuronas preexistentes (van Praag et al.,
2002). El retrovirus, genéticamente modifiogpara expresar deanera constitutiva
GFP, es capaz de integrarse unicamente al genoma de células en divisién. Por lo cual,
los progenitores y su progenie expresaRP permanentemente en toda la célula
facilitando estudios morfo-fuimnales. De ese modo se demostré que las neuronas
nuevas generadas en la SGZ poseen unaologié caracteristica de célula granular

madura al mes de desarrollo en el hipocarghato (Fig. 3). Mas aun, se observaron
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las mismas propiedades electrofisiologicadeyplasticidad sinaptica con la aferencia
glutamatergica entre las neuronas granulgresxistentes y las neuronas nuevas de 1 a
2 meses de desarrollo (van Praag et al., 2082y otro lado, aunque se desconocia la
conectividad eferente furamal, la proyeccion axonal das neuronas nuevas de 1 a 3
meses de edad se encontré en el hilus y €#no la de las neuronas granulares
maduras (Markakis and Gad€)99; van Praag et al., 2002).
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Figura 3: Neurogénesis adulta en el giro dentad@squema del hipocampo representando la continua
neurogénesis en un circuito funcional. NPCs en la SGZ dan origen a las células gliales, astrocitos y
oligodendrocitos, y a neuroblastos que contindan proliferando para luego diferenciarse a neuronas
granulares. Las neuronas nuevas se integrancapia granular con caracteristicas morfofuncionales
tipicas de neuronas granulares. Los signos de interrogacién indican el desconocido proceso de
maduracién neuronal y conectividad eferente funcialdhicio de la presente tesis. Esquema armado

con la ayuda de MG Davies Sala.

Por otro lado, se mostrd que el 80-90 % de la progenie celular de las NPCs en
el giro dentado adquiere fenotipo neuronal entre e’y 7M° dia después del marcado
de los progenitores con una Unica inyeccion smmodeoxiuridina (BrdU) (Brown et
al., 2003; Brandt et al., 2003; Kempermann et al., 2003) (Fig. 3). BrdU es un analogo
sintético de la timidina, que secorpora al ADN en la fase S del ciclo celular, logrando

la posterior identificacién de las células dimision y su progenie. De ese modo, la
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técnica de marcado con BrdU permiti6 reldescubrimiento de la existencia de
neurogénesis en el cerebro adulto denffieros (Kuhn et al., 1996; Kempermann et al.,
1997). Sin embargo, dicha técnica ofrecibitiimiones para analizar las propiedades
morfolégicas y funcionales de las neuronas nuevas ya tuensoca el nacleo de las

células una vez fijadas.

Interesantemente, solo el 25 al 50d% las neuronas granulares nuevas del
giro dentado adulto sobrevive al primergyke desarrollo y luegeermanecen estables
por largos periodos (hastdl meses testeados). [Eambio las neuronas nacidas
durante el desarrollo temprano del individzentinGan muriendo a largo plazo (Dayer
et al.,, 2003; Kempermann et al., 2003). dDajue los neurobléss salen del ciclo
celular como méaximo al "4 dia de desarrollo (Dayer et al., 2003) la etapa de
maduracién neuronal deberia estar finamerwatrolada para lograr la correcta
integracion neuronal en el circuito funciomi animal adulto. &iembargo al inicio
de la presente tesis, se desconocimocd cuando ocurria el dicho proceso de
maduracion. Nos propusimos entonces, atarizar los eventos claves de dicho

proceso como primer objetivo de la presente tesis.

Objetivos y estrategia experimental

La maduracion neuronal en el giro dentadolt deberia ser un@reso muy preciso y
controlado, ya que al mismo tiempo distihtahortes de neuronas nuevas deben leer
apropiadamente las diferentes clavesbiemtales para lograisu integracion vy
estabilidad en la GCL. Entonces, nos propusimos caracterizar la secuencia de

desarrollo neuronal en el hipocampo aduatia los siguientes objebs especificos:

e I|dentificar los distintos estadios de do@acion neuronal evaluando la expresion de

marcadores neuronales;

e Analizar la migracion neuronal en el giatlentado adulto, estuatido la distribucion

celular en la GCL a distintos tiempos de desarrollo;

e Estudiar las caracteristicas morfolégg de las neuronas nuevas durante su

transicion hacia el fenotipo deeurona granular madura.
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Para lograr éstos objetivos especificos propsest contd con lasgsiientes estrategias
(Fig. 4):

1- Inyeccion estereotaxica en el giro delntale ratones adultos jovenes (entre 6 y 7
semanas de edad) de un retrovirus qudifica GFP para marcar especificamente las
NPCs y su progenie (van Praag et al., 200Para lograr tener mayor numero de

células marcadas se agregaron ruedas adjas de los animales 3 dias antes de la
cirugia ya que se demostro que correr aumarttsa de neurogenesis (van Praag et al.,
1999b; Parent and Lowenstein, 2002; Kiakand Lindvall, 2003) (Fig. 4A-C).

2- Se sacrificé a los animales a los 7,y128 dias post inyeccién (dpi) para obtener
poblaciones de células nuevas en distesgtadio del desarrollo. Debido a que las
NPCs no se mantienen proliferando pomgtes periodos (Dayeet al., 2003), los
diferentes tiempos post inyeccidon nosrpié seguir la dinamica de maduracion
neuronal a través del tejido fijado.

3- Se analiz6 la extension de inflamacion que podria asionar la cirugia en cada
ratbn y se consideraron solamente lasceones que presentardajos niveles de
inflamacion. Los signos de inflamacion s&idenciaron por el aumento en la
reactividad de GSA, lectina que se exprestaeanicroglia activada, entre el hemisferio
inyectado y el contralateral 8it and Kreutzberg, 1987; Boy al., 1991) (Fig. 4D).

4- Se identifico el fenotipo neurahde la progenie celular GFR través de triples
inmunofluorescencias para marcadores neaesnutilizando microscopia confocal en
el tejido saludable. Losnarcadores que se utilizar fueron: doublecortin (DCX),
proteina asociada a los midibtilos que se expresa en g@bplasma celular durante la
migracion neuronal (Brown et al., 2003) yfattor de transcripcion nuclear NeuN,

proteina neuronal constitutiva (Men et al., 1992) (Fig. 4E).

Una vez lograda la identificacion das neuronas nuevas entre las células
GFP, se analizé su ubicacion en la GCL ymorfologia. La migracion neuronal se
estudio asignando cada neurona G&R SGZ o a una de laggrdivisiones de la GCL
(Fig. 4F).
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Figura 4: Estrategia experimentalA. Ratones hembra de 6 a 7 semanas de edad comenzaron a correr
en ruedas ubicadas en sus c&jasas previos a la cirugi®. Los animales se sometieron a una cirugia
estereotaxica para inyectarretrovirus que expresa GFP espeeifiiente en el giro dentad&. Las

NPCs infectados por el retrovirus dan origen a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos que expresan
permanentemente GFP (esquemR). A los 7. 14 y 28 dpi se sacrificaron los animales y se realizaron

las inmunofluorescencias para evaluar la inflamacion producida por la cirugia en cada animal. Las
imagenes son ejemplos pareados del hipocampo adeet su contralateral con diferentes niveles de
reactividad a GSA. Los paneles superiores muekiraraxima reactividad d8SA que se considero en

las secciones saludables, cuando no hubo sefial ifespeci el hemisferio contralateral (primer par) o
cuando hubo (segundo par). El tercer par de @m@g muestra el nivel de GSA minimo, comparado con

la sefial inespecifica del contralateral, que se comdsidiamado. Las imagenes son planos Opticos de 1

pm de espesor obtenidas con microscopia confocal. Las lineas punteadas indican la SGZ y las flechas
indican la fisura hipocampal que suele presesigmos de inflamacion. Escalas: 100 pi. Se analizo

el desarrollo neuronal en las tap inmunofluorescencias de las senels consideradas saludables de 7.

14 y 28 dpi. La imagen es una proyeccién en el aficak(Z) de 33 planos confocales de una seccién
coronal del giro dentando a 7 dpi como ejemplo del triple marcado GFP (verde), DCX (rojo) y NeuN
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(azul). Escala: 50 pm. Not@bservar la distribucion en la SGZ de todas las célulag &% 7 dpi.

F. Esquema de la SGZ y las divisiones equidistantes de la GCL que se utilizaron para analizar la
distribucién de las neuronas GF®los 7, 14 y 28 dpi. La GCL fue dividida en tercios, desde la zona
mas interna adyacente al hilus “GCL 1", a la zow#s externa adyacente a la capa molecular “GCL3".

Materiales y métodos

Produccién de vectores virales

En el presente capitulo se utilizé un reines desarrollado por H. van Praag en el
laboratorio de F. H. Gage (Salk Institutea Jolla, California) y cedido gentilmente
para su uso en nuestro laboratorio. Es un retrovirus no replicativo derivado del
Moloney murine leukemia virus (MMLV) quexpresa la proteina GFP bajo el
promotor de citomegalovirus (CMV), pronootconstitutivo medianamente fuerte (van
Praag et al., 2002). Para la producait@h virus contamos con células HEKufman
embryonic kidney 293T establemente transfectadas usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen) con un plasmido conteniendo ehggpie codifica para la proteina de la
capside. Dicho plasmido se produjo en coiudies libres de endwtina a partir de
bacteria€. coli XL1-blue transformadas, siguiendo un protocolo comercial modificado

del protocolo de lisis alcalind@xiprep endotoxin-free, Qiagen

Las células HEK 293T fueron cultivadas en DMEBIulbecco’s Modified
Eagle Medium Gibco, Invitrogen) suplementadmn: 10 % de suero fetal bovino,
glutamina (200 mM) y gentamicina (50 mg/ml). Luego de 48 hs el sobrenadante
conteniendo el virus fue cosechado, filtrado y concentrado mediante dos rondas de
ultracentrifugacion. Finalmente, el virtue resuspendido en DPBS estdillpecco’s
phosphate buffered saling conservado a -802 hasta el momento de su uso. La
produccién del virus fue realizagar AF Schinder y DA Laplagne.
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Animales y cirugia estereotaxica

Se utilizaron ratones C57BI6/J hembra&a 7 semanas de edad (al momento de la
cirugia) en jaulas grupales de 3 a 6 animaddstuados a nuestra sala de bioterio desde
una semana previa a todos los experimenioss dias antes de la cirugia se colocaron
ruedas en las jaulas para correr (una rwadia tres individuos, §i 4A). Las ruedas

permanecieron en las jaulas hasthrell de los experimentos.

Para la cirugia, los ratones se anestesiaron intramuscularmente qandeé0
ketamina y 1Qug de xilazina en 1Ql de PBS Phosphate buffered salippor gramo de
peso corporal. Una vez anestesiado cade ffae colocado en el aparato estereotaxico
(Stoelting), donde se proced& marcar bajo lupa las camnadas de la inyeccion.
Todas las inyecciones fueron realizadasekmiro dentado del hemisferio derecho
utilizando las siguientes coordenadas tdasa desde el Bregma: -2 mm antero-
posterior, 1.5 mm lateral y 1.9 nwentral. En la coordenada marcada se afin6 el hueso
craneal con un taladro y se levantd eldweestante realizando un troquelado con una
aguja fina, logrando no dafiar la corteza yrstirar la duramadre. Luego, se inyect6 1
ul de virus en 7 minutos utilizando un capitalibrado (Drummon8cientific) estirado
por calor con un puller (Fig. 4B). Lagbpidel animal se cerré utilizando cemento
ultrarrapido en base a ciandato “La Gotita”. Finalmentse observo la recuperacion

adecuada de los animales.

Perfusién e inmunofluorescencia

Los animales fueron anestesiados con lsnmi composicion de la anestesia utilizada
para la cirugia. La perfusion cardiacaeadizo por el ventrido izquierdo durante 25
minutos, primero con 50 ml de solucién digigica con heparina (2.5 U/ml) y luego con
100 ml de paraformaldehido (PFA) 4 % lmuifer fosfato (PB) 0.1 M pH 7.2 que fue
preparado inmediatamente antes de la p@riusAl finalizar, seremovio el cerebro y
se lo dejo en PFA 4 % a 4° C por todanteche. Al dia siguiente, los cerebros fijados
se pasaron a sacarosa 30 % en PB 0.} e mantuvieron a 4° C hasta que
descendieron al fondo del tubo. Luegossearon y se congelaron en 3 minutos con

isopentano contenido en un recipiente tielo seco y etanol 96 %. Los cerebros
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congelados se mantuvieron a -20° C hastafggi®n cortados con un criostato (Leica
CM 1850) en rodajas coronales dedf). Por ultimo, las rodajas se mantuvieron a -
20° C en solucion criopreservadora Y8lumenes de glicerol, 3 volumenes de
etilenglicol y 4 volimenes de PB 0.2 M)asta el momento de realizarse la

inmunofluorescencias.

Las inmunofluorescencias fueron realizadas con la técnic&etefloating
(rodajas libres en solucion) utilizando secciones a través de todo el hipocampo. Se
utilizaron 1 cada 3 secciones hasta obtener mas de 50 céluldsp@Friton. El
protocolo consisti6 en:

Eleccion de las secciones en PB 0.1 M,

1) 3 lavados de 5 minutos con TBXXon agitacion a temperatura ambiente
(Tamb).

2) 1 hora de bloqueo (Solucién de bloquéBS 1 X con 3 % de suero de burro y
0.25 % de Tritdn X-100) con agitacion a Tamb.

3) 48 horas de incubacion con los anti@oer primarios con agitacion a 4° C.

4) 2 lavados de 15 minutos c@BS 1 X con agitacién a Tamb.

5) 15 minutos de blogueo con agitacién a Tamb.

6) 2 horas de incubacion con el anticuerpo secundario con agitacion a Tamb.
7) 3 lavados de 5 minutos con B X con agitaciéon a Tamb.

8) 10 minutos de incubacién con DAP4ra contratincion fluorescente.

9) 4 lavados de 5 minutos con 3B X con agitacion a Tamb.

10) Montaje con PVA-DABCO.

11) Secado de los portaobjetos eswsdad por una noche a Tamb.

12) Secado de los portaobjetos en oscuridad®?@ob dias a 4° C. Los portaobjetos
permanecen a 4° C hasta completar los andlisis debido a una mayor estabilidad de los

fluoréforos.

Todos los anticuerpos fueron aplicades la solucion de bloqueo. Se
utilizaron los siguientes anticuerpos primar NeuN, anticuerpanonoclonal de ratén

(1:50, FH Gage); DCX, anticuerpo policlortsd conejo (1:750, cedido gentilmente por
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C. Walsh, Harvard Medical School, Cambrigd@®A); GFP, anticerpo policlonal de

pollo (1:500, Invitrogen). Se utilizaron legyuientes anticuerpos secundarios (1:250,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, RAYNn Cy5 (cyanine 5), conejo Cy3 y
pollo Cy2 todos hechos en burro. GSAL(0, Vector Laboratori¢s estreptoavidina

Cy5 (1:200, Jackson ImmunoResearch) uéizaron para evaluar la inflamacion
producida por la cirugia. Para la realizacion de las perfusiones e inmunohistoquimicas
se conté con la ayuda de NA MorgensterLas soluciones ilizadas fueron las

siguientes:
¢ TBS 10 X, 132.2 g de Trizma HCI, 19.4 gTiezma Base y 90 g de NaCl, pH 7.5;

e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma B42), 3 ul del stock en 30 ml de TBS
1 X (Stock en -20° C: 1 mg/ml, 3 mM) y

e PVA-DABCO, 2.5 % de polyvinyl alcohol {A) y 2.5 % de 1.4 diazabicyclo (2.2.2)
octane (DABCO) (Sigma D2522) con gdiol y 0.2 M de Tris-HCL pH 8/ 8.5.

Microscopia confocal y andlisis de imagenes

Los estudios se realizaron agrupando todos los datos obtenidos de cortes coronales sin
signos de inflamacion por la cirugia. Prewdbandlisis del desarrollo neuronal se
determind la extension de dicha inflamacion en cada ratén, por el estudio comparativo
de reactividad a GSA en el hemisferiogntado versus no inyectado para cada cerebro.
Los limites de la extension se asignaron tas coordenadas datlas del cerebro de

raton de Paxinos & Franklin (Fig. 4D).

Las imagenes de inmunofluorescencias triples (GFP, DCX y NeuN) se
adquirieron con un microscopio confocal &L SM 5 Pascal (Zeiss, Jena, Alemania)
(Fig. 4E). En los andlisis se incluyeron sélo las células’ GfeRlizadas en la SGZ (10
pum) y en la GCL. La colodahcién de marcadores se andla través de todo el eje Z
de cada célula GFRen planos épticos Gnicos de espe0.7 a 1 um para los distintos
fluoréforos, con un aumento digital de Zlimando el objetivo de 40 X, apertura
numérica (nA) 1.2 inmersion eagua. Cada neurona GF&nalizada se asigno a la
SGZ o a una de las 3 divisiem equidistantes de la GQEig. 4F) en el plano éptico

central de su soma celular.
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La morfologia neuronal se andliz mediante una reconstruccion
tridimensional, la cual es un set de 1@yacciones panoramicas en los ejes X-Y a
diferentes angulos dé&-stack. Los Z-stacksinvolucraron diferer numero de planos
Opticos (1 um de espesor c/u) de acualdamaro de la neurona analizada. Cada
stackse adquirié con 1 um de intervalo engtanos, salvo para los detalles de espinas
dendriticas (0.7 pum), con el objetivo de 4@ dumentos digitales variables de acuerdo
a la morfologia. La primera proyeccion det & en los ejes X-Y a 0° fue la que se
utilizé para las mediciones morfologicas a@#ol dendritico, asi como para todos los
ejemplos de proyecciones en las figura®dds los analisis de imagenes se realizaron

utilizando el software Zeiss LSM Image Browser.

Analisis estadistico

Todos los graficos y andlisis de datosrsalizaron utilizando el software GraphPad
Prism 5. Los datos se analizaron corest de Kolmogorov Smirnov para evaluar la
normalidad y con el test de Bartlett para evaluar la homogeneidad de varianzas. Debido
a que en general, los datos no tuvieronribistion normal y/o igualdad de varianzas
(datos no paramétricos), las comparacioestadisticas se rézdron con pruebas no
paramétricas para todas las variablesr pgual. Cada variable se analizo
independientemente con el test de Manritiidly, para comparaciones entre 2 grupos y
con el test de Kruskal Wallis seguido del post-hoc test de comparacién multiple de
Dunns, para comparaciones de 3 grupos exgetiales. Todos los test estadisticos
tuvieron un intervalo de confianza del 95 %les dos extremos de la distribucion de

los datos.
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Resultados

Para caracterizar el desarrollo de célulasgeaes generadas en el giro dentado adulto
se utilizoé el marcado retroviral de NPCs yestudio la progenimarcada a los 7, 14 y

28 dpi por inmunofluorescencigamicroscopia confocal.

Neuronas de 7 dias: seleccion del destino neuronal

La identidad neuronal y el grado de maduregwsduaron por el andlisis simultaneo de
dos marcadores neuronales en multiples plano®cales en todo eje vertical (Z) del
soma celular y de los procesos proximales en 310 células ébfghidas de secciones
provenientes de 5 ratones (Fig. 5A,B)A su vez, se determind la localizacién
dividiendo la GCL en tercios y asignandada neurona al primero, segundo o tercer
tercio o a la SGZ (Fig. 5C)El 17 % de las células GFBxpreso6 solamente DCX, el 4
% solamente NeuN y un 25 % expreso los mascadores simultdneamente, “dobles”,
por lo que un 50 % de la progenie celutaarcada ya habia adquirido el fenotipo
neuronal a los 7 dpi. Laxpresion de NeuN en geneffale de menor intensidad de
fluorescencia que en las neuronas de mayad écbomparar Fig. 5B con Fig. 7C y 8C).
De todas maneras, la expresion de NeasNpostmitotica y la expresion de DCX
comienza antes de salir del ciclo celuldlempermann et al., 2004), por lo que se
consider6 a las neuronas que expresarsrdts marcadores con un grado intermedio

de madurez y se las clasific6 como un fenotipo separado.
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Figura 5: Identificacion y
distribucién neuronal a 7 dpi.
A y B. Ejemplos de una
neurona nueva que solo
expresa DCX (A) y de otra que
colocaliza con DCX y NeuN
“Doble” (B). Los paneles en
vertical son planos épticos
Unicos mostrando los 3 canales
de fluorescencia por separado
y su superposicién en el panel
superior. Esta muestra ademas
la proyeccién ortogonal del eje
Z sobre los ejes X (linea verde)
e Y (linea roja). Escalas: 10
pum. C. Distribucién de
células GFP con alguno o los
dos marcadores en la SGZ o en
las divisiones de la GCL.
Cada barra representa el
porcentaje promedio * el error
estandar (SEM) de células
GFF colocalizando con el/ los
correspondientes  marcadores
normalizados al nimero total
de células GFPen cada raton.
Cada barra esta subdividida
para indicar el porcentaje
promedio de distribucion
neuronal de acuerdo al

marcador que expresan.

Independiente del marcador que egaron, la mayoria de las neuronas

nuevas d 7 dpi se encontrar@n la SGZ y solo algunas sacontraron en la capa mas

interna de la granular (GCL1) (Fig. 5 6A) por lo que podemos sugerir que la

migracion radial fue limitada en eststadio, aunque no podemos descartar la

migracion tangencial. Sin embargo, l&duente observacion de células agrupadas

sugiere que si la migraciomigencial ocurriese, seriaqmfrecuente (Fig. 6A).

31



La morfologia neuronal se analizé6 paconstrucciones tridimensionales de
multiples planos confocales de 64 neuronas completas. A los 7 dpi se identificaron dos
formas representativas; neuronas de clase A (41.5 %) y de clase B (58.5 %). Las
neuronas de clase A tuvieron soma irregudar procesos 0 COn Procesos cortos
paralelos a la GCL y de espesor variablg.(BA (flecha), B). La neuronas de clase B
presentaron soma ovalado y procesos m@gesaide origen bipolar, paralelos a la GCL
(Fig. 6A,C). Sin embargo también se ddesaron de clase Bilgunas pocas neuronas
gue presentaron su soma y/o uno de suseposcdentro de la GCL, debido a que su
somas eran ovalados y el origen de suzgsos bipolar (Fig. 6A y 10). No se

encontraron morfologias neuronales mas magjuincluso en la minoria que solo

expresd NeuN.

Figura 6: Morfologia neuronal a 7 dpi.A. Ejemplo representativo de los frecuentes grupos de
neuronas en la SGZ. Laimagen es una proyecci@2 g¢anos confocales. o En el grupo mostrado

todas las neuronas GFBon de clase B, salvo la sefialada pdteleha que es de clase A. La neurona

GFF dentro de la GCL (asterisco) fue observada en pocos casos, sin embargo por su morfologia se la
consider6 de clase BB y C. Ejemplos tipicos de neuronas GFée morfologia A (B) y B (C).
Proyecciones de 30 planos confocales. GFP (yebd&X (rojo) y NeuN (azul). Escalas: 10 pum.

Neuronas de 14 dias: migracion radial y desarrollo neuritico

El porcentaje de neurogénesis se mantwrsiante a los 14 db0 % de 399 células
GFP" de 6 ratones), en cambio la modgila cambi6é drasticamente. Las neuronas
nuevas adquirieron un fenotipo mas diferenciailendo mas facil diferenciarlas de la
progenie GFP no neuronal (Fig. 7A). Las neuronas nuevas aumentaron

considerablemente la expresion de Neabhque mantuvieron la expresion de DCX,
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por lo que el grupo de neuronas predominante fue el de las “dobles” (Fig. 7B,C). Por
otro lado la localizacion en la GCL tambiéambio notoriamente. La mayoria de las
neuronas nuevas migraron radialmente hadentro de la GCUocalizandose en la

porcion mas interna (GCL 1) (Fig. 7B).

La distintiva morfologia neuronal se caeaz6 por el notorio proceso apical
gue se origina y se extiengerpendicular a la GCL alcanzando la capa molecular mas
interna (Fig. 7D,E). Esta morfologia sendminé clase C y la presentaron el 68 + 5 %
de 60 neuronas analizadas de esta edddoroceso apical fmé un arbol dendritico
rudimentario con una longitud maxima desel soma de 81 + 7 um, un largo total
(suma de las longitudes dwdas las dendritas) de 185 16 y 6 + 1.3 bifurcaciones
gue en su mayoria se encontraron entkerseccion entre la GCL y la capa molecular
(N = 5 neuronas GFP En general se observd unis@roceso apical y dendritas
basales que se originaron desde el som@sde el segmento mas proximal del proceso
apical (flechas, Fig. 7D,E). En algunpscos casos se observaron dos procesos
apicales (asteriscos, FigE). Notoriamente, no se @ntraron espinas en ninguno de
los procesos dendriticos, loatsugiere que en esta etaje desarrollo no se habrian
formado adn las sinapsis glutamatérgicas.c&mnbio, si se evidenciaron varicosidades
en los arboles dendriticos, tipicas de loscpsos de neuronas inmaduras descriptas
durante el desarrollperinatal (Jones et al., 2003)effhas en magnificaciones, Fig.
7D,E).
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Figura 7: Identificacion, distribucion y morfologia neuronal a 14 dpi. Panorama representativo de

del giro dentado mostrando la diferenciacién y distribucion de las células GEPimagen es una
proyeccion de 27 planos mimcales. Escala: 50 unB. Distribucion de células GFRle acuerdo a los
marcadores neuronales que expresan. Cada bawtads porcentaje promedio + SEM de células GFP
colocalizando con los corresponalies marcadores normalizadosnémero total de células GFPara

cada ratén (N = 399 células de 6 ratones). Ejemplo de dos neuronas nuevas que expresan DCX y
NeuN. Los paneles horizontales son planos épticos Unicos mostrando los 3 canales de fluorescencia por
separado y su superposicion a la derecha. Saulerposicion muestra la proyeccion ortogonal de cada
neurona “doble”’D y E. Ejemplos tipicos de neuronas GFde morfologia C. Las flechas indican las
dendritas basales y los asteriscos los dos proces@desp Las imagenes son proyecciones de 23 (D) y

12 (E) planos confocales. A la derecha de cada panel se muestran los arboles dendriticos de las
respectivas neuronas, las cuales carecen de eggirmapresentan varicosiiss (flechas). Proyecciones

de 11 (D) y 5 (E) planos. Nota: Las células mostradas en (E) son las mismas que en (C) pero rotadas
180° para mayor claridad. GFP (verde), DCX (rojo) y NeuN (azul). Escalas: (C-D), 10 pum.
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Neuronas de 28 dias: fenotipo maduro e integracion funcional

Durante la cuarta semana de desarrollom&gonas nuevas presaron caracteristicas
morfolégicas de neuronas grdares maduras (Fig. 8Apusistente con lo observado
en el trabajo de van Praag y col., 2002unque se mantuvo la gporcion de células
marcadas que adquirieron un fenotipo neuronal en el 50 % (369 célulasd&EP
ratones), la mayoria de lasuronas de 28 dpi no expresael marcador de inmadurez
DCX y solo expresaron NeuN (Fig. 8B,C). t&ces consistente cdos estadios finales
de maduracion. Por otro lado, no hubo cambiosuanto a la migracion radial, ya que
la mayoria de las neuronas nuevas permanecio en los estratos mas internos de la GCL
(GCL 1y 2) (Fig. 8), en forma similar alallado para las neuronas de 14 dpi (Fig. 7).
Conjuntamente con la disminucién en dapresion de DCX, estas observaciones
indican que la migracion radial habfimalizado alrededor de los 14 dpi.

La morfologia neuronal mas represenita los 28 dpi se denomind clase D.
Solo presentaron morfologia clase D tesironas nuevas que expresaron Unicamente
NeuN (90 + 6.7 %, N = 39 células GFPy no se observd en aquellas que aln
expresaban DCX, que eran de forma C como las de 14 dpi. Las neuronas clase D
presentaron un soma redondeado y unapioma proyeccion axohdacia el hilus
(flecha, Fig. 8E). Sin embargo la caradica mas distintiva fue la presencia de un
arbol dendritico complejo cubierto de egs (flechas en magnificaciones, Fig. 8D,E),
alcanzando las areas méas externas de la oaglecular (Fig. 8A,D,E). EIl largo
dendritico total (627 + 82 um) y la distéa méaxima desde el soma (186 + 15 um)
fueron significativamente mayores a lasimomas de clase C de 14 dpi (N =pbs
0.008, Mann Whitney test, en ambos casdsiy. cambio, el nimero de bifurcaciones
(7.0 £0.5,) fue similar en neuronas de cl@seD de 14 y 28 dpi, respectivamente (N =
5; p = 0.9), indicando que el establecimientolaeomplejidad del arbol se establece

temprano y ocurre en la porcion mas interna de la capa molecular.
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Figura 8: Identificacion, distribucién y morfologia neuronal a 28 dpi. Panorama representativo de
una seccion coronal del giro dadb mostrando la diferenciacion y distribucion de las célulag &R

28 dpi. El asterisco sefiala el borde entre deafza molecular y el ventriculo. Proyecciones de 34
planos confocales. Escala: 50 urB. Distribucion de células GFRle acuerdo a los marcadores
neuronales que expresan. Cada barra denotpomlentaje promedio + SEM de células GFP
colocalizando con los cespondientes marcadores normalizm al nimero total de células GFéh
cada raton (N = 369 células GFBtales de 6 ratonesC. Ejemplo en un Gnico plano confocal de una
neurona nueva que expresa Unicamehtearcador NeuN. Se muestra cada canal de fluorescencia y su
superposicion a la derecha con su respectiva proyeccion ortogopdt. Ejemplos tipicos de neuronas
GFFP de morfologia D. La flecha en (E) indica @{6n. Proyecciones de 32 (D) y 28 (E) planos
confocales. Abajo o a la derecha de cada panehssstran imagenes alifigadas de los arboles
dendriticos cubiertos de espinas (flechas). Progeeside 8 (D) y 9 (E) ahos confocales. GFP
(verde), DCX (rojo) y NeuNgzul). Escalas: (C-D), 10 pm.
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Maduracién neuronal en el giro dentado adulto

La diferenciacién neuronal hacia una célulangdar con caractetisas maduras es un
proceso lento que requiere varias semaaggsar que la adquisiciéon de su fenotipo
neuronal ocurrié en la primer semana dsadello (Fig. 9). El grado de madurez se
determind analizando la expresion conjuntar@@cadores neuronales y la morfologia.
Por ejemplo, si se considerase solamergararcadores neuronalsin la morfologia
(Fig. 9B), no se podria discriminar entre leeuronas inmaduras de 7 y 14 dpi, ya que
hay una gran proporcion dddbles” en los dos poblacionesuronales (Fig. 9A). Por
otro lado, si se observaselsda morfologia no se podridiscriminar cual es mas
madura a 7 dpi, ya que no hubo diferenciaseela proporcion de neuronas de clase A
y B (Fig. 9B). Incluso, las neuronas d#ase A o B analizadas expresaron
indistintamente DCX o los dos marcadomsuronales “dobles”. Sin embargo, se
encontraron algunas neuronas de clase B cososwa 0 procesos dentro de la GCL,
mientras que nunca se observo para las dtate A (Fig. 6A). Por lo que se puede
sugerir el siguiente orden de la secuenoiafolégica de las neuronas nuevas: clase A,
B, Cy D (Fig. 10).

A pesar que la expresion de marcadgrés morfologia mostraron dramaticos
cambios entre 7 y 28 dpi, se observo paqueia poblacion (¥0 %) de neuronas con
morfologia inmadura y expresion de DGX28 dpi (Fig. 9A,B). Dicha poblacién
podria originarse de NPCs que permanecéssgantes y/o con menor tasa de division,

alternativamente podrian ser neuronas nuevas con una maduraciéon mas lenta.

La migracion neuronal ocurrié durante segunda semana de desarrollo, ya
gue después de los 14 dpi las neuronasasipermanecieron en la misma localizacion
(Fig. 9C). Interesantemente, los estratos mérnos de la GC(GCL 1y 2) fueron
los que recibieron un continuo aporte de naas nuevas. En cambio, en el estrato mas
externo adyacente a la capa molecular (&}Lpracticamente no se incorporaron
nuevas neuronas. Por lo tanto, el distintivo patron de migracién radiside-iri de

las neuronas granularpsestnatales tempranas se mantuvo en el adulto.
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A Figura 9: Dindmica de Ila
§f‘ 100+ maduracion neuronal. A,
g E 4 Expresion de marc-ad-ores
s~ DCX neuronales en los distintos
E g 60+ DCX + estadios del desarrollo. Los
T 5 NeuN datos muestran los porcentajes
S 2 A promedios + SEM (N = 154
§ g o0, NeuN o8 = ,
& y 192 neuronas GFP
=~ provenientes de 5, 6 y 6 ratones,
para 7, 14 y 28 dpi). B.
B Clasificacion morfolégica para
. 100- los 3 tiempos analizados. -Se
-g & - muestrén los porcentajes
S (&) * % promedios £+ SEM (N = 64, 88 y
E é’é’ 60~ " " < B 39 neuronas GFRotales de 3, 6
Eﬂ % 4 -2 C y 5 ratones para 7, 14 y 28 dpi).
;E : - D C. Localizacion de las neuronas
E“ 3 20+ nuevas a lo largo de su
< maduracion. Porcentajes
7 14 2.8 promedios + SEM (el nimero de
C neuronas analizadas fue el
_ = SGZ mismo que el mostrado en “A”).
EE o ] GCL 1 Cada variable se analiz6 por
50 60+ “dpi” usando el test de Kruskal-
2 2 -2~ GCL2 ) ,
£ £ Wallis seguido por el test de
g :5" 4N <+~ GCL 3 comparacion mdiltiple de Dunns,
E -°§ >H * p < 0.05 *p< 0.0l Los
3 S asteriscos graficados

T = corresponden acomparaciones
7 14 28

Edad neuronal (dpi) de intervalos de tiempo

adyacentes. Entre 7 y 28 dpi se
observo significancia estadistica en la expresién de DCX (*) del gréafico A, en la morfologia A (**), B
(**) y D (*) del gréfico B y en la distribucion neuronal de SGZ (*), GCL 1 (**) y GCL 2 (*) del gréfico
C.
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Clase D

Capa Molecular

Capa Gramular

Potencial de accion
Receptores de Glutamato
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I Inervacion GABAérgica

B Inervacion Glutamatérgica
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Figura 10: Secuencia de maduracion neuronal en el giro dentado adBlmel superior,composicién

de 12 imagenes de neuronas granulares nuevas ordenadas en secuencia desde la clase A hasta la D
(identificacion indicada en el margen superior). Cada imagemaproyeccion confocal de 16 a 30

planos tomadas del giro dentado de animales de 7, 14 y 28 dpi. GFP (verde) y NeuN (azul)5Escala:

pm. Panel inferior, representacion esquematica de loenéws caracteristicos de morfologia,
excitabilidad y conectividad aferente del desarrdéolas neuronas nuevas. Las neuronas son ejemplos
representativos de morfologia B,y(D de proyecciones confocales fel4 y 28 dprespectivamente.

Los trazos son representativos de potenciales déragctorrientes postsinapticas de cada estadio del
desarrollo, registrados por Soledad Espoésito (Espésito et al., 2005).

Conclusiones y discusion

Determinacion temprana del fenotipo neuronal

El porcentaje de neurogénesis se mantomstante desde 7 a #pi consistente con
una determinacion temprana del fenotipo near@gBrown et al.,2003; Brandt et al.,
2003; Kempermann et al., 2003) y en acuezdo el hallazgo de que células GFR
tan solo 1 dpi mostraron potencialede accion incipientes en registros

electrofisiolégicos realizédobs por M. S. Espdsito, con quien se abordd en forma
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colaborativa la caracterizéei del desarrollo utilizandaliferentes aproximaciones

experimentales (Espésito et al., 2005).

Por otro lado el hecho de que solameeun 50 % de las células marcadas con
el retrovirus se diferenciat@ neurona fue menor al observado en otros trabajos tanto
con la técnica de marcado retroviral coroo 8rdU (van Praag etl., 1999b; Brown et
al., 2003; Ge et al., 2006). Sin embargopesible sea debido aromotor utilizado
para expresar el reportero en este retrovirus. De hecho, se ha demostrado un
silenciamiento del transgen de los MMLVtrowirus, la cual depende del grado de
diferenciacion y el sitio de fagracion viral en la célulauésped (Xu et al., 1989). En
acuerdo con ello, en el trabajo de van Praag H y 2002 también obtuvieron bajos
porcentajes utilizando el mismo retroviruBicluso al cambiar el promotor del virus

para el capitulo I, observamos un 90 % derogénesis de acuerdo con la literatura.

La maduracién neuronal en el giro dentad adulto es una secuencia lenta y precisa

Trabajando en equipo segr6 describir por primera véa secuencia de maduracion de
las neuronas granulares nacidas en el deotado adulto (Fig. 10) (Esposito et al.,
2005). Los distintos estadios de maduvacmorfo-funcional descriptos fueron los
mismos que los evidenciados en otros trabatilizando técnicas similares de marcado
retroviral (Ge et al.2006; Zhao et al., 2006) o poraslficacion delas propiedades
electrofisiolégicas en I&CL en un momento dado (Andgini et al., 2004). Estos
hallazgos demuestran que el procesainan de neurogénesis determina que la GCL
esté formada por neuronas de caractedstiheterogéneas, lo cual favoreceria la

codificacion de informacion de tipo dessa (ver discuén del capitulo ).

Durante la primera semana las NPCdal&GZ se determinaron al fenotipo
neuronal y extendieron procesos paralelos@d&a. En consistencia con la morfologia
neuronal inmadura, los registros electrofisiol6gicos mostraron potenciales de accién
rudimentarios durante este estadi®or otro lado, las neuronas GFée esta edad
presentaron receptores para GABA vy glutamagro no se encontraron conectadas al
circuito ya que no respondieron a ningtipo de estimulacion extracelular ni

presentaron actividad espontaneig.(EQ) (Esposito et al., 2005).
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En la segunda semana las neuronasmduras migraron a la zona mas interna
de la GCL, donde estabilizaron su somagual concuerda con la drastica disminucion
en la expresiéon de DCX (marcador que se expresa en neuronas en estado de migracion)
a partir de los 14 dias. ©drvaciones similares fuere@aportadas usando el mismo
modelo (Ge et al., 2006), asi como en gatélizando BrdU (Brown et al., 2003).
Durante este estadio las neuronas esaello comenzaron a extender sus dendritas
hacia la capa molecular, donde se famaion para formar un arbol dendritico
rudimentario sin espinas. La falta depieas fue coincidente con la ausencia de
corrientes sinapticas glutamatérgicas obsenedéos registros electrofisioldgicos de
M. S. Espésito. Sin embargo, si ebservaron corrientes mediadas por GABA
dendritico, evidenciando una temprana integrade las neuronas nuevas al circuito de
interneuronas de inervaei dendritica (Fig. 10) (ps$sito et al., 2005).
Consistentemente, otros trabajos ta&mnb reportaron respuestas GABAérgicas
despolarizantes y no glutamatérgicas en oreas de alrededor 14 dias de edad de
morfologia inmadura (como la clase C). &ste caso las neuronas fueron identificadas
por la expresion de GFP bajo el promotorlaeproopiomelanocortina (POMC) en
ratones transgénicos adultos (Overstreet Wadiche et al., 2005). Mas aun, se demostro
que dicha inervacion GABAérgica en las ne@®nuevas es excitatoria y que ejerceria
efectos tréficos en la maduracion tanto a nivel morfolégico como funcional (Overstreet
Wadiche et al., 2005; Ge et al., 2006).

Las neuronas de cuatro semanas raost una morfologia y excitabilidad
tipica de una neurona granular madura.teBdieron su arbol dendritico a través de
toda la capa molecular y desarrollaron espimaegrandose al circuito glutamatérgico,
en acuerdo con la bibliograf(san Praag et al., 2002; Seri et al., 2001). Por ultimo,
también se observd que una vez conectadasaferencia glutamatérgica las neuronas
nuevas comenzaron a recibir aferencias itdvilas perisomaticas (Fig. 10) (Espésito et
al., 2005).

Por lo tanto, a pesar que el praraete determinacion neuronal fue rapido
(menor a 7 dias), la etapa de maduradi@ un proceso lento, requiriéndose cuatro
semanas para generar nuevas unidadesohnades de fenotipo maduro. Incluso, se
observo que las neuronas nuevas contoruaradurando por un tiempo mas largo. Las
propiedades pasivas, tales como la resisdetie membrana (medida de la cantidad de

canales i6nicos y éarea celular) y el paiah de reposo (determinado por las
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concentraciones ionicas y las permeabilidades a cada i6n) alcanzaron valores similares
a las neuronas maduras preexistentes recién ent’ ya78* semana de desarrollo
(Esposito et al., 2005). ,Ma®in, se observo que los pesos dendriticos perdieron
completamente sus varicosidades, engrossuatiametro y aumentaron su densidad de
espinas, alcanzando phateauhacia la octava sema (Zhao et al., 2006).

La secuencia de maduracién neuronal depend#el tipo de neurona generada en el

cerebro adulto

En el cerebro adulto de mamiferos se gamecontinuamente tres tipos de neuronas
diferentes: las neuronas graangs del giro dentado, lagenmneuronas periglomerulares

y las interneuronas granulamsl bulbo olfatorio (Ma edl., 2009b). A pesar de que las
primeras se generan y se integran en el mismo giro dentado y las otras nacen en la SVZ
y migran grandes distancias hasta llegaoudbo olfatorio (Fig. 1C), todas comparten
muchos eventos en comun en su secuencaesiarrollo. Entre ellos, la determinacion
temprana del fenotipo neuronal y la expresién de receptores de GABA y glutamato
durante el estadio morfolégidopolar. La aferencia GABrgica temprana durante la
ramificacion del incipiente arbol dendriticha elongacién dendriticcon el desarrollo

de espinas y la consecueirtervacion glutamatérgica (Petreanu and Alvarez-Buylla,
2002; Lledo et al., 2006). Finalmente, otreacteristica interesamien comun entre las
neuronas granulares generadas en ambas esgamsu localizacion en la zona interna
de la capa granular con resfmea las mismas nacidas dumaid etapa perinatal, que se

ubican en la capa mas externa (Lemasdai., 2005; Mathews et al., 2009).

Por otro lado, mientras que las neurogemnulares del giro dentado adulto y
las periglomerulares del bulbo olfatoradcanzan su fenotipo maduro en la cuarta
semana de desarrollo, las nenais granulares del bulbo olfatolo hacen a la tercer
semana (Petreanu and Alvarez-Buylla, 2Qd2do et al., 2006). Mas interesante aun
es que mientras las dos primeras desarrgitdanciales de accién previo al desarrollo
de la conectividad sinaptica, las célulaangdares del bulbo olfario desarrollan su
conectividad previo al desarrollo de potetes de accion (Carleton et al., 2003; Lledo
et al., 2006). Dicha caracteristica no dsial ya que es critica para transmitir

informacion a las neuronas postsinapticas. dé&darrollo tardio de la excitabilidad
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podria funcionar como un mecanismo pagmeevenir la disrupcion del circuito
preexistente con unidades funcionales inmaslurSin embargo, lo curioso es por qué
no ocurre lo mismo en la maduraciéon kbs otros dos tipos de neuronas nuevas
generadas en el cerebro adulto. Las omas granulares del bulbo olfatorio no tienen
axones (Jahr and Nicoll, 1982; Woolf et,a991), con lo cual la generacién de
potenciales de accion después del desarrolla denectividad aferente podria asegurar
la correcta integracion aircuito correspondientd?or lo tanto, la secuencia de eventos
en el proceso de maduracion neuronal podtér égterminada por el tipo particular de

neurona que se genera en el sistema funcional preexistente.

El patron de desarrollo neuronal perinatd y adulto del giro dentado son similares

pero ocurren a velocidades diferentes

Distribucién anatomica de las poblaciones neuronales

Los resultados de distribucion neuronaloemjunto con la expresion de DCX (Fig. 9
A,C) mostraron que GCL 3 no renueva su pdblacle neuronas granulares en el giro
dentado adulto. Sin embargo, cabria lailplidad de que a largo plazo, GCL 3 se
renovase en forma lenta por la muertsugesivo reemplazo neuronal, ain cuando las
neuronas nuevas hayan completado su migracion entféyl&2semana de desarrollo
(Fig. 9C). Dicha posibilidad parece poco probable ya que otros investigadores han
demostrado que las neuronas nuevas quesitEnmarcadas con BrdU en el adulto
mantienen su localizacion en la GCL raknos por 11 meses (Kempermann et al.,
2003). Mas aun, resultados recientes ndestro laboratoriacdemostraron que las
neuronas nuevas marcadas a través xggesion retroviral conservaron la misma
posicion hasta 15 meses después de la inye@sidel animal adulto (Mathews et al.,
2009) .

Estos hallazgos sugirieron fuertementedatinuidad del patrén de desarrollo
“outside-iri perinatal en el giro dentado adult Esto se demostré fehacientemente
marcando las distintas cohortes de newogeanulares durante la neurogénesis
embrional, postnatal temprana y postnaidliita combinando las técnicas de BrdU y
marcado retroviral. Mientras que lasum@nas nacidas durante la embriogénesis

mostraron una distribucion homogénea en tlad&CL del giro dentado adulto, las
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neuronas nacidas postnatalnge(temprana o adulta) secldizaron preferentemente en
las zonas mas internas (GCL 1y 2) (Fig. Myramatsu et al2007; Mathews et al.,
2009). Por lo tanto, la GCL del giro dadb adulto mantiene un mosaico celular
organizado, donde las neuronas granularegnseientran segregadas espacialmente

siguiendo un gradiente temporal.

Figura 11: GCL heerog énea,
organizada en gradientes de
edades. Imagenes globales
de secciones coronales del
giro dentado adulto
mostrando neuronas
granulares maduras nacidas
durante la embriogénesis (A),
la etapa postnatal temprana
(B) y la etapa adulta (C). A
la derecha de cada panel se
muestra una imagen
amplificada obtenida de los
mismos cerebros. La GCL se
identifico por
inmunofluorescencia para
NeuN (azul) ycada poblacion
neuronal se marcdé por
inyecciébn  del retrovirus
expresando GFP (verde) en el
dia embrional 15, dia
postnatal 7 y dia postnatal 46,
respectivamente. Todas las
neuronas mostradas tienen
como minimo 6 semanas de
edad. Las imagenes son
proyecciones de 16 a 20
planos opticos. Escalas: 100
pm y 20 um, para paneles
izquierdos y  derechos,
respectivamente. Mathews et
al. Enviado
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Maduracién neuronal

La secuencia de eventgse ocurren durania maduracion de las neuronas nuevas del
giro dentado adulto fue semejante a lodgscripto ampliamente para el desarrollo
perinatal, como lo fue la distribucion neuronal previamente mencionada. EI primer
estudio de diferenciacion morfolégica ds laeuronas granulares del giro dentado se
realizd con la impregnacion dsaolgi en el dia postnat&l (Lubbers and Frotscher,
1988). Debido a la continua neurogéndsss autores lograron diferenciar neuronas
granulares de diferente grado de madeexistiendo al mismo tepo. Otros trabajos
posteriores, analizaron caracteristicasrfologicas de inmadurez en neuronas
granulares de alta ressicia de membrana (Liu al., 2000) o por marcacion
retrograda (Jones et al., 2003En los 3 trabajos memriados las caracteristicas de
inmadurez fueron: dendritas de didmefpequefio con varicosidades, formacién
transitoria de dendritas basalg@rogresivo aumento enraimero de espinas asi como
en la longitud del dominio deritico en la capa moleculare} desarrollo axonal previo

0 en conjunto con el dendritico. Masna utilizando microscopia electronica se
observd que las dendritas inmaduras retipencipalmente sinapsis GABAérgicas
(Lubbers and Frotscher, 1988). Todas estaacteristicas también se observaron en
las neuronas nuevas nacidas en el giroadlenadulto (Fig. 10) (Espdsito et al., 2005;
Zhao et al., 2006).

El orden de conectividad “silente - GABA dendritico - glutamato” en
neuronagjue ya presentan potenciales dei@t (Fig. 10B) también se observo durante
el desarrollo de interneurosigy neuronas piramidales de CATyzio et al., 1999;
Khazipov et al.,, 2001; Hennou et al., 2002).as propiedades de las corrientes
GABAérgicas de cinética lenta y potencial réeersién despolarizados se encontraron
en las neuronas granulares inmaduras2(semanas) del giro dentado postnatal,
(Hollrigel and Soltesz, 1997; Hogel et al., 1998) al igdaque las del giro dentado
adulto. Por ultimo, la inervacion por interneuronas perisomaticas también parece ser lo
altimo en ocurrir en el orden de conectividad de las neuronas granulares de etapa
perinatal ya que estas interneuronas arribs@ gstablecen en el giro dentado alrededor
del dia postnatal 30 (Dupuy-Davies adduser, 1999; Morozov and Freund, 2003).
Sin embargo, este no es el casola neurogénesis adulta, yae los circuitos aferentes
GABAérgico y glutamatérgico estan pressnsmtes de que las neuronas comiencen a

desarrollarse.
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Por lo tanto, a pesar de las diferi@scque presuponen un circuito funcional
establecido (adulto) y otro en formaciéon @esllo perinatal), nuestras observaciones
indican qie la secuencia de aharaciéon neuronal en el giro dentado adulto es la misma
gue en etapas perinatales. El hechade la inervacion pesomatica sea el ultimo
evento en completar Bonectividad al cingito local, cuando toddas interneuronas ya
estan establecidas, sugeriria que los svae®ventos de maduracion responden a un

programa autbnomo de célula.

Velocidad de maduracién newnal

Cabe destacar que cuando se compardondauracion de las neuronas granulares
nacidas durante el desarrollo perinatah las nacidas en ahimal adulto se observo
que en el Ultimo caso el proceso ocurre mas lentamente (Fig. 12A,B). Jones y col.
mostraron que las primeraspesas dendriticas de las neuronas granulares del giro
dentado pueden observarse Qldsa postnatal y la morfologia madura &f @dia en la
rata (Jones et al., 2003). Considerando lqueata tiene 22 diade gestacion y la
primera corriente migratoria neurogénica oewntre el dia emiomal 19 y 20 (Altman

and Bayer, 1990), podria concluirse que las\gras espinas se formarian en neuronas
de 10 dias y la maduracién se compleatailos 12 dias como méaximo. Con el
desarrollo de la técnica de marcado retavse logr6 comparar neuronas granulares
inmaduras de la misma edad pero nacidaasl @@onato o en el atlo. Se observo que
mientras las neuronas granulares del girtdabo adulto formaron sus primeras espinas
a los 16 dpi, las del postnatal lo hicierotoa 12 dpi en el ratdbn. Ademas, en este
estadio las neuronas postnatales tambiéstnan@n dendritas y axones mas largos que

las neuronas de 12 dpi del ratén adulto (Zhao et al., 2006).

En los ratones transgénicos POMC-Gimbién se observd una maduracion
neuronal mas acelerada en el neonato euesl adulto,compaando la ventana de
expresionde GFP y los porcentajes d&presion de NeuN en neuronas Bfdié 12
dias (Overstreet-Wadiche et al., 2006&)abe destacar que las neuronas granulares
preexistentes en el neonato presemtauna mayor activacion de factores de
transcripcion dependientes de actividad y frecuentes descde actividad sinaptica
espontanea, que no fue evidente en el girdadi® adulto (Ben Ari, 2002; Overstreet-
Wadiche et al., 2006a). Por ello se ha dasiuque la actividad del ambiente donde se

desarrollan las neuronas nusvpodria inducir un aceksmiento de la maduracion
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neuronal. Es sabido que el hipocampostnatal temprano presenta frecuentes
descargas de actividad espoma, conocidas como GDPgiant depolarizing
potentiald, ausentes en el hipocampo adulioos GDPs forman el primer patron de
actividad sinaptica sincronica en el hipoganmdurante el desarrollo y estan mediados
tanto por GABA como por gtamato, debido a que GABA es excitatorio en neuronas
inmaduras (Ben Ari, 2002). En acuerdo ctio,ese demostré que la falta de GAD 65,
la enzima que sintetiza GABA, disminuyedatividad local espdanea y prolonga la
ventana de expresién d8FP en los ratones GADSBPOMC-GFP, indicando un

retraso de maduracion neuronal (Oversti¥adiche et al., 2006a) (Fig. 12C).

Condicion Experimental Edad Neuronal
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Figura 12: Regulacion de laelocidad de maduracion neuronalEsquemas representando el cambio en

la tasa de maduracion debido a diferentes condiciexgsrimentales analizadas en los trabajos que se
detallan en el margen izquierdo. Modificado de Piatti et al., 2006. El comienzo de inervacion
GABAérgica y glutamatérgica se indican con term@sahzules y rojos, respectivamente. Mas de un
terminal indica aumento de inervacién. Las neuronas son ejemplos de morfologia representativos de
cada estadio analizado en Esposito et al., 2005 evergtos de la secuencia de maduracion mostrados en
gris (previos) o ausentes (posteriores) indican estadios hipotéticos que no fueron sveludo®
trabajos citadosA. Secuencia de maduracidn de neuronas granulares nuevas, marcadas por retrovirus
expresando GFP, en el giro dentado de ratones hembra adBltosEventos de la maduracién de
neuronas granulares nuevas, marcadas por retrovirus expresando GFP en el giro dentado de ratones
hembra neonatales y por la expresion transibeisPOMC-GFP en ratones transgénicos POMC-GFP
neonatales.C. Eventos observados en newsmgranulares nuevas, marcadas por la expresion transitoria
de POMC-GFP, en el giro dentado de ratones transgénicos GAPBBIC-GFP neonatalD. Eventos

en neuronas granulares nuevas marcadas por lasgxpitransitoria de POMC-GFP, en el giro dentado

de ratones transgénicos POMC-GFP adultos con epilepsiventos descriptos en neuronas marcadas

por retrovirus coexpresando GFP y un RNA de interferencia para el transportador NKCC1 en el giro
dentado de ratones hembra adultos.
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Por lo tanto, proponemos la hipétesis de que la secuencia de eventos que
ocurre durante el desarrollo de las neusogeanulares del giro dentado podria estar
determinada por un programa autonomo delaéhero la velocidh con la que ocurre
dicho desarrollo podria ser modulada poadsividad eléctrica del ambiente. Con lo
cual, la neurogénesis adulta ademaspdaporcionar nuevas unidades funcionales
podria ofrecer un mecanismo adicional gisticidad neuronal a través de la

modulacién del tiempo de maduracion.
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CAPITULO Il

LA ACTIVIDAD DE LOS CIRCUITOS LOCALES REGULA LA VELOCIDAD
DE MADURACION NEURONAL

Introduccion

Las neuronas granulares nuevas del dapgpo siguen una secuencia ordenada de
eventos para alcanzar la madurez indepeteheente del momento en que esto ocurre,

ya sea durante el desarrollo temprano odisitaz. Es interesante notar, sin embargo,
gue el tiempo requerido para alcanzarniadurez si es una variable que difiere
radicalmente ya que todo ocurre mas rapido durante el desarrollo temprano (Espdésito et
al., 2005; Overstreet-Wadiche et al., 200Bhao et al., 2006). Por este motivo se
podria pensar que el tiempo en que una neuroaea se integra aircuito podria estar

modulado por alguna caracteristica ambiente donde ella se desarrolla.

De acuerdo con esta idea, una seridrdleajos mostré que la actividad del
nicho neurogénico o la actividad que lasino@as inmaduras sensan de su ambiente,
puede modificar su velocidad de maduraqiPratti et al., 2006). Por ejemplo, en el
giro dentado de ratones epilépticos, un antbipatoldgico hiperexcitado, las neuronas
nuevas maduran mas rapido que las comparadas en los animales controles (Overstreet-
Wadiche et al., 2006b) (Fig. 12DPor otra parte, la taske desarrollo también pudo
afectarse alterando el sedeade GABA especificamente d@s neuronas nuevas del
giro dentado adulto. Eéfecto excitatorio o inhibitto de GABA depende de la
concentracion intracelular de Gl ésta a su vez de los transportadores de membrana
NKCC1 y KCC2 (que median el influjo y eflujo de’)ClI De ese modo se utilizo la
disminucién o knockdowih de NKCC1 en neuronas nuevas para convertir el temprano
efecto excitatorio de GABA, en inhibitorioge observo un signdativo retraso en la
maduracion neuronal (Ge et al., 2006) (Fig. 12E).

Mas aun, recientemente se presamtaevidencias de un nuevo gen de
expresion inmediata dependiente ddivatad, Gadd45b, que medio los efectos

promotores de la actividad en inducirpioliferacion y el desartio dendritico en las
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neuronas nuevas del hipocampo adulto. erAds, se sugiri6 una conexién entre la
actividad del circuito neuronal y la neurogénesis adulta adrale la secrecion
paracrina de factores troficos inducida paayor actividad en las neuronas maduras.
Se observé un efecto de Gadd45b en la délsiwién especifica de algunos promotores
de factores tréficos como; el factor newdfito derivado de cereb (BDNF) y el factor

1B del crecimiento de fibroblastos, con consecuente aumento &nexpresion del

ARNmM y las proteinas correspondientes (Ma et al., 2009a).

Sin embargo, los trabajos previos reaton manipulaciones para aumentar la
actividad del circuito, como los estados gpiiléos, que producen efectos aberrantes en
la conectividad de todas las neurongsanulares (Scharfman et al.,, 2003) o
modificaciones genéticas que afectaron laedtda de las neuronas nuevas ademas de
su maduracion (Jagasia et al., 2009). Pawsemotivos nos propusimos analizar la
maduracién de las neuronas granulares raiemaambientes que presenten diferentes

niveles de actividad en su ciitiuen condiciones fisiol6gicas.

El hipocampo adulto en si mismo presenta diferencias regionales de estructura
y funcion a lo largo de su eje longitudinal (Fig. 1A), ya mencionadas en la introduccion
general. Incluso, estudios de electrofisioldgigivo mostraron que en la regién dorsal
del hipocampo hay un mayor numero de neas piramidales activas y /o con mayor
tasa de disparo que en la region vantel mismo cuando el animal explora un
ambiente en busca de comida (Jung et al.,, 1994). Por otro lado, la funcidbn mas
ancestral del hipocampo es i en la memoria espaciala que se ha observado en
casi toda la escala de vertebrados (Tsestal., 2008b). Para generar una memoria
espacial el animal necesitaoverse en un entorno, cém cual va generando mapas
cognitivos asociando distintos estimulos en cada posicion y movimiento.
Interesantemente, se demostrd con registres/o que la mayoria de lgdace cellsse
activa cuando el animal recorre un espacio determinado en forma voluntaria y no asi, si
el mismo animal es movido por un operadorel mismo espacio (Foster et al., 1989).
Mas aun, si se mantienen fijas las clavebiamntales pero el anih corre activamente
en una rueda, las neuronas piramidalek hipocampo no solo se mantienen activas
durante todo el periodo que el aning& encuentra en movimiento, sino también

aumentan su tasa de disparo cuando elargorre mas rapido (Czurko et al., 1999).

Por lo tanto, el simple hecho der@r podria ser unanea fisiolégica que

aumente los niveles de actividad del git@ donde se desaitan las neuronas
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granulares nuevas del giro dentado. sMaln, las diferencias funcionales del
hipocampo en el eje longitudinal podriaroporcionar diferentesmbientes activos

para estudiar la velocidad de maduracion neuronal depeadie actividad

Objetivos y estrategia experimental

La existencia de solo dos regiones con mdailes neurogénicas en el cerebro adulto
de mamiferos (siendo el hipocampo una lthsg acentla la necesidad de conocer los
microambientes donde las neuronas ngega desarrollan y de los parametros
esenciales para su regulacion. Debido & ti@bajos previos ya mencionados, la
hipotesis que nos propusimos fue que lavalad eléctrica del ambiente donde se
desarrollan las neuronas nusviiene un efecto promotcen la velocidad de su

maduracion. Por esto resultd de gratenés analizar los siguientes objetivos

consecutivos:

e Comparar si la actividad neonal es regionalmente difeste en el giro dentado de
animales adultos “corredores” y aquellos geemanecen en sus cajas sin perturbar

“sedentarios”.

e Analizar las diferencias de madurez lds neuronas granulares nuevas que se
desarrollan en la region dorsal y vehtial hipocampo de animales sedentarios y

corredores.

e Determinar si la velocidad de maduraciepende de las diferencias de actividad

en el hipocampo adulto.

Para analizar si la velocidad de madigacde las neuronagranulares nuevas es
dependiente de la actividad del aerne, se llevaron a cabo los siguientes

experimentos:

1°- Se evaluo la actividad nmnal en la GCL de extremos longitudinales
del giro dentado de ratonedudtos sedentarios y corredongdlizando la expresion de

un gen de respuesta inmediata (IE@Jucido por actividad neuronal, AR@c{ivity
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regulatedcytoskeletal associated protgi(Lyford et al., 1995; Guzowski et al., 1999;
Moga et al., 2004).

2°- Se analiz6 el grado de madurez oaait entre las diferentes regiones del
hipocampo en animales sedentarios y corredores. Para marcar la mayor cantidad
posible de NPCs en todo gk longitudinal del giro deatlo en las dos condiciones y
realizar estudios morfolégicos se utilizéd técnica de marda retroviral con un
retrovirus que expresa GFP bajo un pramduerte. La maduracion neuronal se
evalu6 a los 21 dpi debido a que es esm@inento donde se producen los mayores

cambios en los parametros fisioldgicos y morfologicos:

e Cambio de expresion en los transportadaite cloro NKCC1 y KCC2, determinando
el efecto inhibitorio de GABA (Ge et al., 2006),

e Cambio en la expresion geoteinas que regulan el calaitoplasmatico, calretinina
y calbindin, (Brandt et al., 2003),

e Disminucion de la expresion de madores de inmadurez neuronal como DCX
(Brown et al., 2003) y PSA-NCAMPQly-Sialated Neural Cell Adhesion Molecule
(Seki, 2002) y

e Sinaptogénesis (formacion @spinas) y expansion delbéat dendritico en toda la

capa molecular (Zhao et al., 2006; Esp0ésito et al., 2005).

3°- Se estudio el efecto de la actividdel circuito local erla velocidad de
maduracion de las neuronas granulares nudehaipocampo adulto. Para ello se
analizé el proceso de neurogsis a distintos tiempos, desde la proliferacion de los
NPCs hasta la culminacién de la maduraai@uronal, en ambientes con diferentes

niveles de actividad neuronal.
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Materiales y métodos

Produccioén de vectores virales

En el presente capitulo se utilizé un retrogicon un promotor difente al utilizado en

el capitulo I, desarrollado por Chunmei Zhawo el laboratorio de Fred Gage (Salk
Institute, La Jolla, California) y cedido corparte de una colaboii@a para su uso en
nuestro laboratorio. Este nuevo vector ta@mkes un retrovirus no replicativo derivado
del MMLV pero fue modificado para expresiar proteina GFP bajo el control del
promotor de actina de pollo (CAG) (Zhab al., 2006). EIl promotor CAG es un
promotor constitutivo fuerte que contiene las secuercinancerslel promotor CMV,

el promotor de8-actina de pollo y un intron sintéticdddemas, este vector contiene un
elemento posttranscripcional del virus d& hepatitis (WPR)que estabiliza al
transcripto y por lo tanto aumi la produccion de la protei. Para la produccion de
dicho retrovirus se realiz6 una tripleansfeccion de células HEK 293T con los
siguientes plasmidos: un plasmido contenietols genes para las proteinas de la
capside (CMV-vsvg), otro conteniendo losige de las enzimas virales (CMV-gag/pol)
y un tercer plasmido conteniendo el genovital (vVCAG-GFP). Dichos plasmidos
también fueron producidos en condiciones libres de endotoxina, como se indico en

capitulo I.

Los cultivos de las células HEK 293[g, transfeccion y la produccion final
del virus fueron realizados pMG Lombardi y M Veggetti dé&a misma manera que se

detall6 en capitulo I.

Animales

Se utilizaron ratones C57BI6/J hembra agdasade a 5 en jaulas grandes, desd&la 5
a 6% semana de edad en nuestra sala deriiot Los animales se habituaron por una

semana antes de la realizacion de los experimentos.
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Experimentos con ARC

Una semana mas tarde a la habituacion deatomales a nuestral@ale bioterio, se
coloco en la mitad de las jaulas dos rugua® correr (ratones corredores) y los demas

se mantuvieron en las mismas condicios@s ruedas (ratones sedentarios) (Fig.
13A,B). Las ruedas permanecieron en las jaulas hasta el final de los experimentos.
Entre la 8%y 10™ semana de edad de los animales (24 dias posteriores al colocado de
las ruedas en sus jaulas) se sacrificapoiog los grupos para las inmunofluorescencias
para ARC. Se eligieron estos tiempos paua coincidieran cotos elegidos en el

capitulo | y para el estudio de maduraciéon neuronal a los 21 dias.

=~}

RATONES SEDENTARIOS >
RATONES CORREDORES

C

Seccion coronal
de la region Ventral
-3.6 mm del bregma

Seccion coronal
de la region Dorsal,
-1.7 mm del bregma

e Giro dentado

Figura 13: Condiciones experimentalef.y B. Ratones de 6 a 7 semanas de edad, habituados a nuestra
sala de bioterio, permanecieron sin perturbar (rateedsntarios, A) 0 comenpar a correr en ruedas
ubicadas en sus cajas (ratones corredores, B). int&genes son fotografias digitales obtenidas a la
misma hora para los dos casos, en dias postedotashabituacion de lasiedas. Notar el activo
ejercicio fisico de los dos anineal corriendo en cada rued&. Ejemplos de secciones coronales,
tomadas del atlas de cerebro de ratén de PaxinoswliRraepresentativas de la region dorsal (septal y
rostral) y la region ventral (temporal y caudal) del hipocampo adulto. Tincién de Nissl. En linea de
puntos se marco el giro dentado de uno de losdferias de cada seccion. El esquema del cerebro de
raton indica las posiciones de los planos deequaita cada seccion; dorsal (D) y ventral (V).
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Marcado retroviral

Tres dias previos a la cirugia se colocaronrdedas por jaula para correr, o se dejo los
animales sin rueda (Fig. 13A,B). Las ruegasmanecieron en las jaulas hasta el final

de los experimentos. Todas las inyeccionésrestaxicas del raivirus se realizaron

en el giro dentado del hemisferio derecho de ratones de 6 a 7 semanas de edad, de la
misma manera y utilizando las mismas coordenag las descriptas en el capitulo I.

Los animales se sacrificaron a 14. 21 y 56 hpia realizar las inmunofluorescencias

del andlisis de maduracién neuronal.

Marcado con BrdU

Entre la & y 7™ semana de vida de los animales se realizaron las inyecciones
intraperitoneales de BrdU, con una dosis de®®or gramo del animal, para marcar
las NPCs del giro dentado adulto. A esdtagnales nunca se les agrego ruedas en sus
cajas (Fig. 13A). BrdU (Sigma) se disidiven solucién fisiologica (0.9 % NaCl) y

luego se filtro en esterilidad (0.22 um), previo a cada inyeccion.

Para estudiar el fenotipo neuronal (expentos de la Fig. 20) los ratones
recibieron 2 inyecciones por dia (separalds) durante 2 diasse sacrificaron a los
21 dias posteriores de 18* Inyeccion. En cambio, para el andlisis de las NPCs
(experimentos de la Fig. 21) se marcardardntes cohortes de progenitores en un solo
dia. Para ello se Bparon 3 dosis de BrdU en un diggaradas 6 hs). Se eligio este
tiempo debido a que es el descripto parduieacion del ciclo celular de las NPCs del
giro dentado de ratones adultos (Burnd &uan, 2005). De eseodo se marcaron la
mayor cantidad de células en divisién é@menor manipulacion de los animales en un

Unico dia. Los animales se sacrificaron a los 2 y 4 dias posteriores.
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Perfusion e inmunofluorescencias

Los cerebros de los diferentes animalesron fijados y procesados de la misma
manera que para el capitulo I, con la eddd de que una vez que descendieron en la
solucién de sacarosa, se secaron y congeladirectamente en un micrétomo de
deslizamiento Leica SM 2000R, con hielc@dinamente molido. Los cerebros se
cortaron en secciones coronales deu® y se mantuvieron a -20° C en solucion
criopreservadora hasta el momento dalizarse las inmunofluorescencias. Las
inmunofluorescencias fueron readas con la técnica d&ée-floating utilizando 1 de
cada 6 secciones hasta obtener 13 0 mas célulasa3U" para cada region; dorsal

y ventral del hipocampo de cada raton (Fig. 13C).

Se realizaron dobles o triples inmunmfitescencias utilizando los siguientes
anticuerpos primarios: ARC (policlonal dmnejo 1:500, Synaptic Systems), BrdU
(monoclonal de rata 1:200; Abcam), calbmd-28k (Cb) (politonal de conejo
1:1000, Swant), DCX (policlonal de cqoel:750, cedido por C. Walsh), GFP
(policlonal de conejo 1:100nvitrogen; o policlonal de pollo 1:500, Millipore), Ki67
(rabbit monoclonal 1:250, Vector Laborata)iey NeuN (monoclonal de ratén 1:50,
cedido por F. H. Gage). De acuerdacada anticuerpo primario se utilizaron los
siguientes anticuerpos securida: anti-raton Cy5, anti-cajo Cy3, y anti-pollo Cy2
(policlonales de burro 1:250, JacksamnmiunoResearch, West Grove, PA). GSA
(1:100, Vector Laboratories) y estreptamhna Cy5 (1:200, Jackson ImmunoResearch)

se utilizaron para evaluar ilaflamacion en los ratones gee sometieron a cirugia.

En general, el protocolo utilizado pdes inmunoflourescencias fue el mismo
gue el detallado en el capitulo I. Pamdambinaciones en que se utilizé el anticuerpo
primario contra Cb se realiz6 una serie deoggrevios para aumanta penetrabilidad
en el tejido: al inicio del protocolo I&gcciones se incubaron 15 minutos con metanol
(100 %) y posteriormente sealizaron 3 lavados de 5 miogtcon TBS con agitacion a
Tambantes de continuar con los siguientes pa&asa la realizaén de las perfusiones

e inmunofluorescencias sencillas se cowtd la ayuda de MF Trinchero y M Veggetti.

Las inmunofluorescencias para BrdU se realizaron mediante dos protocolos;
el estandar, para las coméaiones con los primarios DCXNeuN (experimentos de la

Fig. 20), y el seriado, que para la combinacton el primario Ki67 (experimentos de
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la Fig. 21). Esto se debe a que la incubacién de formamida del protocolo estandar
produce una inmunoreactividad inespecifichatgicuerpo primario Ki67 que impide

su analisis adecuado.

Protocolo de inmunofluoresceias de BrdU estandar:
Eleccion de las secciones en PB 0.1 M,
1) 3 lavados de 5 minuto®i TBS con agitacion a Tamb.

2) 1 hora y media de incubacion con formamida (5@#mamida en buffer SSC

2 X) con agitacion a 65° C.

3) 1 lavado de 15 minutos con S@& con agitacion a Tamb.

4) 20 minutos de incubacién con HCI 2 N con agitacion a 37° C.

5) 1 lavado de 10 minutos con buffer btwr 0.1 M pH 8.5. con agitacién a Tamb.
6) 6 lavados de 15 minutos c@BS 1 X con agitacion a Tamb.

7) 1 hora de bloqueo (Solucion de bloguéBS con 3 % de suero de burro y

0.25 % de Tritdn X-100) con agitacion a Tamb.

8) 72 horas de incubacién con los anti@os primarios con agitacion a 4° C.
9) 2 lavados de 15 minutos con TBS con agitacién a Tamb.
10) 15 minutos de bloqueo con agitacion a Tamb.

11) 2 horas de incubacion con el anticuerpo secundario con agitacion a Tamb.
12) 3 lavados de 5 minutos c@mS con agitacion a Tamb.

13) 10 minutos de incubacion con DAP4ra contratincion fluorescente.

14) 4 lavados de 5 minuto®i TBS con agitacion a Tamb.

15) Montaje con PVA-DABCO.

16) Secado de los portaobjetos enw#lad por una noche a Tamb.

17) Secado de los portaobjetos en oscurigr 2 a 5 dias a 4° C. Los
portaobjetos permanecen a 4° C hasta completar los analisis debido a una mayor
estabilidad de los fluoréforos.

Todos los anticuerpos fueron aplioacen la solucién de bloqueo.
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Protocolo de inmunofluoresceins de BrdU seriado:
Eleccion de las secciones en PB 0.1 M,
1) 3 lavados de 5 minutos con 3B X con agitacion a Tamb.

2) 1 hora de bloqueo (Solucion de bloguéBS 1 X con 3 % de suero de burro y
0.25 % de Tritdn X-100) con agitacion a Tamb.

3) 1 hora de incubacion a Tamb y unatm®a 4° C con agitacion, con el

anticuerpo primario Ki67 en la solucion de bloqueo.

4) 2 lavados de 15 minutos c@iBS 1 X con agitacion a Tamb.
5) 15 minutos de blogueo con agitacion a Tamb.
6) 2 horas de incubacion con el anticuerpo secundario con agitacion a

temperatura ambiente en la solucién de bloqueo.

7) 3 lavados de 5 minutos con 3B X con agitaciéon a Tamb.

8) 15 minutos de incubacion con PFA 4 % en PB 0.1M pH 7.2. con agitacion a
Tamb.

9) 4 lavados de 5 minutos con BB X con agitacion a Tamb.

10) 20 minutos de incubacién con HCI 2 N con agitacion a Tamb.

11) 1 lavado de 10 minutos con buffer btwr 0.1 M pH 8.5. con agitacién a Tamb.
12) 6 lavados de 15 minutos con TBS Té&h agitacion a temperatura ambiente

13) Chequeo al microscopio de fluoresca la inmunoreactividad de Ki67 y

decidir continuar.

14) 1 hora de blogueo (Solucién de bloqeeodetergente: TBS 1 X con 3 % de
suero de burro) con agitaciébn a Tamb.

15) 1 hora de incubacion a Tamb y unatm®a 4° C con agitacion, con los

anticuerpos primarios BrdU y NeuN salucion de bloqueo sin detergente.
16) 2 lavados de 15 minutos c@BS 1 X con agitacion a Tamb.
17) 15 minutos de blogqueo sin deterge, con agitacion a Tamb.

18) 2 horas de incubacion con el anticuerpo secundario con agitacion a

temperatura ambiente en satin de bloqueo sin detergente.
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19) 3 lavados de 5 minutos con 3B X con agitacion a Tamb.

20) 10 minutos de incubacion con DAP4ra contratincion fluorescente.
21) 4 lavados de 5 minutos con BB X con agitacion a Tamb.

22) Montaje con PVA-DABCO.

23) Secado de los portaobjetos enwslad por una noche a Tamb.

24) Secado de los portaobjetos en ostadtipor 2 a 5 dias a 4° C. Los
portaobjetos permanecen a 4° C hasta completar los analisis debido a una mayor

estabilidad de los fluor6foros.

Las soluciones utilizadas fueron las mismas que para el capitulo |, salvo las
indicadas y la SSC 20 X: NaCl 3 M y Gito de Sodio (Sal Trisédica) 300 mM, pH 7.

Microscopia confocal y andlisis de imagenes

Los estudios se realizaron utilizando las sBwEs coronales de la region méas dorsal (-
0.9 a -1.9 mm del bregma) y de la reguentral (-2.7 a -3.88 del bregma) del eje
longitudinal del hipocampo, de acuerdo dhsitdel cerebro de raton de Paxinos &
Franklin (Fig. 13C). Las secciones coronales que presentaron signos de inflamacion
utilizando GSA fueron descartadas, tal comadescribio en el capilo | (Fig. 4D).

Las imagenes se adquirieron usando dosasiapios confocales: Zeiss LSM 5 Pascal

y Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss, Jena, Alemania). En los analisis se incluyeron sélo las
células GFP o BrdU localizadas en la SGZ (espedd um) y en la GCL. Para el
andlisis de los progenitores neurales@gsiterd un ancho de 20 um para la SGZ, por

la cantidad de grupos de células engidn. La colocalizacion con los diferentes
marcadores y la morfologia neuronal se evaluéamo ya se describien el capitulo I.

Salvo que los planos 6pticés pum de espesor) de ldsstacksse adquirieron a 0.9 um

de intervalo entre cada unorpaumentar la resolucién de las imagenes proyectadas.

La densidad de espinas se raién fragmentos dendriticos GHBcalizados
en la capa molecular medial, debido a querieicipal aferente glutamatérgico del giro
dentado proviene de la corteza entorrinal medial y lateral (Amaral and Witter, 1989)
(Fig. 1D) pero las neuronas granularemaduras solo alcanzan dicha capa. Para
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determinar la posicion del fragmerdendritico, primero se adquirierdrstacksde las
neuronas GFPen el giro dentado marcado con O/AP20 X. En la proyecciones Z de
dichosstacksse dividié la capa molecular en ey se eligieron dentro de la capa
molecular medial entre 4 affagmentos dendriticos de 4060 pm de largo, para cada
region, dorsal y ventral de cadaimal. Se tuvo en cuenta una distancia minima de 150
um entre fragmentos para evitar muestregpetidamente dendritas de la misma
neurona. Se eligieron numeros similaressegmentos en la GCL superior e inferior
(supra e infrapiramidal) de cada seccion aadia. Para minimizar la pérdida de sefial
de fluorescencia por blangado al adquirir las imagenes, en todos los casos se
eligieron los fragmentos de mayor intemsld Ademas se utilizo la combinaciéon mas

fuerte y estables de anticuerpos y fluoréfo(anti GFP de conejo y anti-conejo Cy3).

Se procedi6 luego a adquirir las imagedeslta resolucion en el microscopio
confocal LSM 510 Meta con un objetivo & X (nA 1.4, inmersidn en aceite).
Primero se realizé una adquisicion de mudltiples plabstdcR de la neurona o
fragmento GFP elegido, sin aumento digita Se localizo el sgmento y se ajusté un
aumento digital sobre él-stackprevio, especifico al fragmento GFElegido. Se
adquirié el segmento completo ehstacksde 40 - 200 planos oOpticos (1 um de
espesor) con 0.1 um de intervalo entre plarfdssteriormente se proyectaron todos los
planos de dicho segmento GFBn el eje Z y se cuantificaron las espinas en la
proyeccidon X-Y. Se consideraron todas lgsress localizadas hasta una distancia de 2

pm en forma perpendicular a la dendrita.

La proporcién de neuronas granulargpresando ARC en daje longitudinal

del giro dentado se calcuiie la siguiente manera:

1) Se midio el area de la GCL (NeUW DAPI") de secciones coronales de la region
dorsal y ventral de cada raton y se cont6 el nimero de células AR®btuvo asi una
densidad de células ARCpara cada region. Las mediciones se realizaron en las
proyecciones del eje Z en X-Y destacksadquiridos a 20 X con uaumento digital de

0.7. Los planos fueron de 3 um de espesor con un espaciado de 2.5 um.

2) Se obtuvo una densidad de células NeeiNmuestras de la GCL superior e inferior
de la region dorsal y ventral del giro detdale secciones coronales, en planos 6pticos
Gnicos de 1 um. La densidde neuronas granulares (N€dNue significativamente

diferente en cada regiéh7800 + 900 y 12700 + 900 células/fmen la regién dorsal y
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ventral, respectivamente (p < 0.0001, sistMann Whitney, N > 7 muestreos en cada

region de 3 ratones).

3) Se relativiz6 la densidad de células ARCla densidad de células Neu(en pni)

para cada region del giromtado, y se graficd la expiéa de ARC cada 100 neuronas
granulares (NeuN. De ese modo se independizatos datos de las diferencias del
angulo de corte del tejido y d&s posibles diferencias d@mafio que podrian tener los

somas de las neuronas granulares en cada region.

Para la adquisicion de datos de expresion de Cb, la contabilizacion de espinas
en los segmentos dendriticoaRC en la GCL se cont6 con duda de MF Trinchero.
Todos los analisis de imagenes se raatia utilizando el software Zeiss LSM Image

Browser.

Analisis estadistico

En general, el andls se realiz6 segun lo descripem el capitulo I. Para las
comparaciones entre las regiones dorsalngraédel hipocampo de los mismos ratones

se realizaron test pareadbsest (para los datos paratméos) y Wilcoxon signed rank
(para los datos no paramétrizo$ara las comparaciones entre dos grupos en la misma
region del hipocampo o cuando las comparasaorsal vs. ventral se realizaron con
datos provenientes de dighs animales se realizarantest no pareados (datos
paramétricos) o test de Mann Whitney (datos no paramétricos). Por dltimo, para la
comparacion de la expresion de Cb en mas de dos grupos experimentales (14, 21 y 56
dpi) se realiz6 un ANOVA de una via seguathla comparacion multiple del post-hoc
test de Bonferroni para cada region dorsaeémtral por separado (datos paramétricos).
Todos los test estadisticos tuvieron utervalo de confianza del 95 % en los dos
extremos de la distribucion.
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Resultados

Estudio de la actividad neuronal en la GCL

Diferencias en la actividad neuronal a lego del eje longitudinal del hipocampo en

condiciones basales

Para determinar el nivel de actividad ldeGCL, donde se desarrollan las neuronas
generadas en el hipocampo adulto, se utiliz6 a modo de sensor la expresion de ARC en
las neuronas granulares. En ratonedtaslyévenes que permanecieron en sus cajas
habituales se evalud a |8¥ 10™ semana de vida la actildd basal presente en la

GCL de la regién mas dorsal y la mas verdedlgiro dentado (i 13A,C). Se observo

un mayor porcentaje de neuronas granulasgsesando ARC en la regién dorsal que

en la ventral en los 10 animales analizados (Fig. 14).

Por otro lado, no se encontraron difemias significativasde expresion de
ARC entre la GCL superior y la inferior del giro dentado en condiciones normales. Los
porcentajes promedio de 9 ratones fuefio8;+ 0.2 % vs. 2.2 £ 0.3 % respectivamente

en laregion dorsal y 0.7 £ 0.2 % vs. 0.8 + 0.1 %peetivamente en lagion ventral.
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Figura 14: Actividad de la GCL del eje longitudinal del giro dentado en condiciones basalgsB.

Imagenes comparativas tomadabmdesmo cerebro mostrando la expresion de ARC (rojo) en neuronas
granulares en el giro dentado dorsal (-1.7 mm del bregma; A) y en unas pocas neuronas en el giro
dentado ventral (-3.4 mm; B). Lasagenes son proyecciones de 6@anos opticos. Escala: 100 um.

Imagen magnificada Ejemplo magnificado de expresion de ARC en las neuronas granulares sefialadas
con la flecha. La imagen es un plandidpUnico. Escala: 10 um. NeuN (azu{J. Cuantificacion de

la expresion de ARC considerando las variaciones de densidad de neuronas en la GCL de ambas regiones
(dngulos de corte diferentes). Cada par de puntos unidos por una linea representa los datos
correspondientes a un cerebro. (**) indica 0.002, test de Wilcoxon, N = 10 ratones sedentarios
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Modificaciones en la actividad de la GCL por ejercicio voluntario

Cuando los ratones se mantuvieron en jactedeniendo rueditas para ejercicio fisico
voluntario, condicion en la queorren varios kilomieos todas las nockgAllen et al.,
2001) (Fig. 13B), se observé una mayonsidad de neuronas granulares ARMD el
giro dentado ventral y no iagn el dorsal (Fig. 15).La mayoria de los ratones
analizados en estas condiciones presenigraies niveles de actividad en la GCL del
giro dentado dorsal y ventral (solo en dumssos la expresion aumentdé en ambas
regiones) (Fig. 15C). Los porcentajes peains de expresion de ARC fueron 2.3 £ 0.7
% para la GCL dorsal y 2 + 0.5 % para la ventral, de 9 ratones analizados. Por lo tanto,
mientras que los niveles de activacionlaesCL dorsal de animales sedentarios vs.
corredores permanecieron constantes,atdividad en la GCL ventral aument6
significativamente debido al ejercicio fisi¢big. 15D). Por ab lado, tampoco se
observaron cambios significatives la induccion de ARC pet ejercicio, al comparar

la GCL superior e inferior de cada region; 2.8 £ 0.5%62.1 £+ 0.9 % respectivamente
en la region dorsal y 2 £ 0.5 9. 2 + 0.3 % respectivamente larregion ventral (N =

9 animales). Estas observaciones indican gegsticio fisico activa selectivamente la
region ventral del giro dentado y, por tanto, equilibra los niveles globales de

actividad neuronal a lo largoIdge longitudinal del hipocampo.
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Figura 15: Actividad neuronal de la GCL en condiciones de ejercicio voluntakig. B. Imagenes del

giro dentado mostrando niveles similares de expresién de ARC (rojo) en neuronas granulargs (NeuN
azul) del giro dentado dorsal (-1.7 mm del bregma; A) y ventral (-3.4 mm; B). Las imagenes son
proyecciones de 6 a 7 planos 6pticos. Escala: 100@inCuantificacion de laxpresion de ARC. Los
puntos unidos por una linea representan los datos correspondientes a un cerebro. Lus staios
significativamente diferentes (p = 0.73, test de Wilcoxon, N =D9). as barras representan los datos
promedio £+ SEM mostrados en Fig. 14C y 15C, para 9 animales sedentarios y 9 corredores. (1¥) indica
= 0.004, test de Mann Whitney.

Mayor madurez neuronal en microambientes mas activos

Diferencias de madurez morfoldgica a los 21dpi

La morfologia de las neuronas granulaeesdesarrollo a los 21dgin el hipocampo

adulto de animales sedentarios mostré diferentes caracteristicas de madurez a lo largo
del eje longitudinal del hipocampo (Fig. 16 a.18)ientras que las neuronas nuevas de

la region dorsal se caracterizaron poréshol dendritico expandd en toda la capa

molecular, solo algunas de las neurowmi®s la region ventral alcanzaron la capa
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molecular mas exterratras mostraron dendritas que apenas llegaron a la region mas
interna (Fig. 16A,B). Por el contrario, engélo dentado de animales corredores no se
observaron estas diferencias a lo largoeajellongitudinal; independientemente de la
region las neuronas GFRIcanzaron la capa moleculads externa a los 21dpi (Fig.
16C,D).

Sedentario B Corredor
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Figura 16: Neuronas granulares de 21 dpi en el giro dentado dorsal y venkay. C. Ejemplos de
secciones coronales masido neuronas GFRn la region dorsal (-1.7 mm del bregma) para un raton
sedentario y uno correddd. y D. Ejemplos de secciones coronales mostrando neuronase@AR

region ventral (-3.6 mm del bregma) para un ratd@es&rio y uno corredor. Tincién de la GCL con

DAPI (azul) y amplificacion de GFP por inmunofluorescencia. Cada panel es una composicion de 3 (Ay
C)y 7 (C y D) proyeccionege alrededor de 35 plandpticos. Escala: 100 pmmagen magnificada

en B: muestra detalles morfologicos de las neuronas nuevas del recuadro punteado en B. Proyeccion de
19 planos. Escala: 50 pm. Nota: Las secciones dorsales y ventrales mostradas en A y B provienen del

mismo animal sedentario y las mostrmda C y D del mismo animal corredor.
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Por lo tanto las neuronas nuevas de 21 dpi de los animales que corrieron (en
las dos regiones analizadas) y las neuratw@sales de los rambes sedentarios son
morfolégicamente similares: arbol denddt complejo cubiertos de espinas sin
dendritas basales y con somas redondedBams 17A,C,D). Por el contrario, las
neuronas de 21 dpi de la regién ventral atémales sedentarios presentaron una
morfologia mas inmadura, como dendritas basales desde el soma o desde el proceso
proximal apical, arbol dendritico mas mmintario con varicosidades, y pocas o

ninguna espina (Fig. 16C recuadro, Fig. 17B).

Sedentario

Corredor

Dorsal

Ventral

Figura 17: Morfologia inmadura en neuronas de 21 dpi del giro dentado ven&al. C. Ejemplos de
secciones coronales mastdo neuronas GFRn la region dorsal (-1.7 mm del bregma) para un ratén
sedentario y uno correddd. y D. Ejemplos de secciones coronales mostrando neuronase@AR

region ventral (~ -3.5 mm del bregma) para un raton sedentario y uno corredor. Tincién de la GCL con
DAPI (azul) y amplificacion de GFP por inmunofluorasda (blanco). Asterisco en B, sefiala el borde

externo de la capa molecular y las flechas indican las dendritas basalepa@dds una proyeccion de
alrededor de 30 planos Opticos. Escala: 50 pum.
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A. Seddntari La densidad de espinas, ademas de

ser el correlato fisidgico de conectividad

_»M&ﬁxﬂﬂa&’-g&c&ﬂ. con la aferencia glutamatérgica, es un

parametro morfolégico cuantitativo que

permite evaluar el grado de madurez de las

Dorsal

neuronas nuevas, especialmente cuando
éstas se encuentran en el pico de
sinaptogénesis. Se tomaron entonces
imagenes de alta resolucién de fragmentos
dendriticos GFPy se cuantifico la densidad

de espinas (Fig. 18).

Figura 18: Densidad de espinas dendriticas en

Ventral

neuronas de 21 dpi de ratones sedentarios y
corredores.A - D. Ejemplos representativos de
segmentos dendriticos GFBe un animal sedentario

(A,C) y uno corredor (B,D). La flecha en C sefala

una espina y las cabezas de flecha las varicosidades

-
=]
]

tipicas de las dendritas inmaduras. Cada imagen es

£k una proyeccion de alrededor de 76 planos opticos.
1.2- Escala: 2 pm.E. Cuantificacion de la densidad de
; espinas. Cada barra muestra el promedio + SEM con
. N = 22 a 31 fragmentos para cada area y condicién
; experimental. N = 5 animales sedentarios y 4
corredores. (***) indicap = 0.0006, t- test no
S C S &

pareado.

-
(4]
L

(=] (=] (=]
[£] [=1] w0
L L L

Densidad de espinas (sp/pm)

Dorsal Ventral

De acuerdo con los resultados del amdlisorfolégico, las Unicas dendritas
claramente diferentes fueron las de opeas de la regidon ventral de animales
sedentarios, ya que mostraron varicod@fay pocas espinasignos tipicos de un
estadio de desarrollo inmadugBig. 18C). Por otra partéas dendritas de neuronas
desarrollandose en ambientes més acfwesentaron un espesor mas homogéneo y un
notorio aumento en la densidad de esp{Ras 18A,B,D), signos de un mayor nivel de
madurez. El analisis de densidad deiress mostr6 una sidigativa diferencia
regional en los animalesedentarios (p < 0.000f-test), con un promedio de ~1.5
espinas/um en el giro dedta dorsal y ~0.8 espinas/um & region ventral. En
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cambio, los animales sometidos a ejercicio ntaltio revelaron una diferencia regional
significativa pero menor (p = 0.00test) en la densidad de espinas: 1.6 espinas/ium en
el giro dentado dorsal versus25 espinas/um en la regiéentral. Por lo que se
observd un aumento significativo en la densidadcespinas de laguronas nuevas de

la regién ventral inducidas por el ejeroigi no asi en la region dorsal, donde no hubo

diferencia estadistica entre animadedentarios y corredores (Fig. 18 E).

Diferencias dorsoventrales en la madwacion neuronal analizadas segun la

expresion de marcadores neuronales especificos

A lo largo de varias décadas, los marcadareuronales han msio ser una excelente
herramienta no sélo para identificar los difdges fenotipos celulares sino también para
evaluar el grado de maduréci neuronal (Zhao et al2008). En particular, la
expresion de Cb, proteina que regula lascentraciones citoplastiéas de calcio en
las neuronas maduras, se observo desdeckréesemana del desarrollo neuronal en la
neurogenesis del hipocampo adulto (Slovit®89; Brandt et al2003). Por tal motivo

se estudié su expresion en neuronas ‘GiP 21 dpi en el hipocampo de animales
sedentarios y corredores para amplias loesultados obtenidos en estudios

morfoldgicos.

De acuerdo con los resultados anterioeesla region dorsal del giro dentado
no hubo diferencias en el porcentaje derapas nuevas que expresaron Cb (~75 %) a
los 21 dpi entre los animales sedentagosorredores. Sin embargo, en la region
ventral se observo una diferencia signiiatde madurez determinada por la actividad
fisica. Mientras que en los animalesredores se observo un ~74 % de expresion de
Cb, en los animales sedentarios solament2#&1% de las neurosawuevas de 21 dpi
fueron positivas para Cb, indicando un estado mas inmaduro para la mayoria de estas

neuronas (Fig. 19).
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A Raton sedentario B Raton corredor

Figura 19: Andlisis de la
u . expresion de Cb en las neuronas

* de 21 dpi del giro dentado

dorsal y ventral. A. Ejemplo

de una neurona de la region

Superposicion

ventral de un animal sedentario

gue no expresa Cb y expresa
NeuN con baja intensidad
(comparar con las neuronas
granulares vecinas). Los

paneles verticales son planos

GFP

Opticos Unicos mostrando los 3
canales de fluorescencia por

separado y su superposiciéon en

el panel superior.B. Ejemplo

de neuronas nuevas de la regién
ventral de un animal corredor
que expresan Cb y NeuN
(comparar con las neuronas
granulares vecinas). Los
paneles en vertical son planos

Opticos Unicos. Escala: 10 pm.

C. Expresion de Cb en
neuronas nuevas de 21 dpi.
Cada barra es el porcentaje

promedio + SEM para las

NeuN

regiones y condiciones
indicadas (N = 224 y 219
neuronas GFP totales de 4

animales sedentarios y 4

C 100, corredores,  respectivamente).

* % . .

@ (**) indica p = 0.006,t-test no

Z pareado.
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Las observaciones obtenidas analizando la expresion de Cb se validaron con
el analiss de expresion deCX y NeuN, previamente utilizep en el capitulo I. Cabe
destacar que los experimentos presentadds gne resta de esta tesis se realizaron en
animales sedentarios. Consistentemente una mayor inmadurez de las neuronas de
21 dpi de la region ventral, mas del 90 %alpoblacion expres6 DCX. En cambio en
la region dorsal sélo laitad de las neuronas fue DCY el resto solo expres6 NeuN
(Fig. 20A-C).

Los experinentos discutidos hasteh@a fueron realizados marcando las
neuronasmediante inyeccion retroviral en giro dentado. Dado que las inyecciones
intrahipocampales son invasivas y producea herida e inflamacion, estos eventos
podrian contribuir en si mismos a las difefaa@ncontradas en fasa de maduracion
en distintas areas del girordado. Para investigar esta posibilidad se repitié el mismo
experimento anterior pero marcandcs I&IPCs y su progemi con inyecciones
intraperitoneales de BrdU, una técnica inopaga el microambiente del giro dentado.
Los animales se sacrificaron 21 dias posteriores al marcado. Cabe destacar que con
este método se obtuvieron rkados consistentes a aquslleeportados utilizando el
retrovirus. Mientras que en la régiventral el 74 % de las neuronas Bradlocalizo
con el marcador de inmadurez, DCX, enelgién dorsal de los mismos animales el ~46
% de las neuronas nuevas expresé dicho marcael resto ya solo expresd NeuN a
los 21 dias (Fig. 20D-F). Estambservaciones demuestran ¢péiferencia en la tasa
de maduracion dorsal vs. ventral se daben fenomeno que ocurre en condiciones

fisioldgicas y no a un artefacto detéenica de marcado de las NPCs.
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Técnica con retrovirus Técnica con BrdU
A. Dorsal A RO o D. Dorsal

B. Ventral
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Regiones del hipocampo Regiones del hipocampo

Figura 20: Expresion de DCX en las neuronas de 21dpi en animales sedentarios. Analisis de neuronas
marcadas con GFRA-C) y Brdu(D-F). A. Ejemplo deneuronas GFPadyacentes en la GCL dorsal
expresando NeuN, pero no DCX. Los 4 paneles son planos épticos Unicos mostrando los 3 canales de
fluorescencia por separado y superposicion en el panel superderecho junto con la proyeccion
ortogonal de una de las neuronaB. Ejemplo deneuronas GFPen el mismo plano mostrando
expresion de DCX y baja expresion de NeuN en la GCL ventral. Paneles igual que e@.(A).
Expresién de DCX en neuronas GFie 21 dpi. Cada division de la barra representa el promedio *
SEM de neuronas que colocalizan con DCX segun la region del giro dentado. Notar que las neuronas
nuevas que no expresaron DT colocalizaron con NeuN. N = 191 neuronas en la region dorsal y 174

en la ventral de 7 ratoneg; = 0.015 para la expresion de DCX dorsal vs. ventral, test de Wilcdxon.
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Ejemplo deuna neurona BrdUen la GCL dorsal expresando NeuN, pero negativa para DCX. Paneles
igual que en (A).E. Ejemplo deneuronas BrdUen el mismo plano dptico mostrando expresion de
DCX vy baja expresion de NeuN en la GCL ventrBl. Expresién de DCX en neuronas Bidie 21

dias. Grafico similar a (C). N = 85 neuronas Bred la region dorsal y 122 en la ventral de 5 ratones,
conp < 0.0001 para DCX;test pareado. Neuronas nuevas (verdes, flechas), DCX (rojo) y NeuN (azul).
Escalas: 10 pm.

Mayor tasa de maduracion neuronal en el hipocampo dorsal en

condiciones sedentarias

Consistentemente los resultados de expnede marcadores estuvieron de acuerdo con
los de morfologia neuronal avalando la hipistele un efecto proator de la actividad

del ambiente en la maduracion. Sin embargin quedaria por determinarse si la
actividad eléctrica del circuito modificéalmente la tasa de maduracion neuronal. Dos
posibilidades alternativas pddn explicar los resultadosiostrados mas arriba sin
alterar realmente la velocidad en la daemaduracién ocurre: 1) podria haberse
afectado la temporalidad en que las NRBandonan el ciclo celular; por ejemplo,
resultados similares se obtendrian si h@sironas nuevas delrgi dentado ventral
comenzaran su diferenciacion neuronal médety 2) las neuronaganulares del giro
dentado ventral podrian madurarla misma tasa pero el desarrollo podria quedar
interrumpido antes de alcanzar el estad@aduro o alcanzar un fenotipo de madurez
diferente. Estas posibilidad fueron discriminadas en el andlisis que se discute a

continuacion.

Comportamiento similar de las NPCs en las regiones dorsal y ventral

Las neuronas granulares nueessel hipocampo adulto seiginan a partir de NPCs
presentes en la SGZ. Estos progenitore@si@azan a determinar su destino neuronal
mientras se encuentran @gctiva division, la cual unaez finalizada da lugar al
desarrollo neuronal (Brown et al., 2003; Biaet al., 2003; Kemperann et al., 2003;
Kempermann et al., 2004). Por lo tantomeimento en que una célula comienza a ser
postmitética es un buen pardmetro para determinar el comienzo de la maduracién

neuronal. Mientras que dicho momentohgasido evaluado enrot trabajos, posibles
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diferencias regionales nunca fueron estudiadis ratas adultas se observé que la
mitad de las NPCs del giro dentado saleinca#o celular al dia siguiente del marcado
con BrdU, y al # dia solo el 4 % permanece prelifindo (Dayer et al., 2003). En

ratones adultos inyectados con retrosir expresando GFP se encontrd6 que
practicamente todos los progenitoedmndonaron el ciclo celular dl°7dpi y solo un

4.5 % continu6 dividiéndose (Jagasia et al., 2009)

Para analizar esta situacion en nuessguema experimental se marcé la gran
mayoria de las NPCs durante 1 dia connyecciones de BrdU y se evalu6 la
proporcién de células quemtinué proliferando al% y 4° dia. El estudio se realiz6
cuantificando la expresion de Ki67, matoa del ciclo celular (Scholzen and Gerdes,
2000) (Fig. 21A). Se analiron mas de 1000 células Brden la SGZ (considerando
40 pm de ancho) de 5 animales para cada condici®y @ dia) y no se observaron
diferencias significativas ela expresion de Ki67 entredalistintas regiones del giro
dentado. Independientemente de la regidrgiole dentado analizada el ~30 % de las
células BrdU se encontro6 proliferando a los 2 dpassteriores al marcado con BrdU y

el ~ 14 % se mantuvo expresando Ki67 a los 4 dias (Fig. 21B).

_|

Ki67+ (%)
S

Células BrdU+ =
S

Doll'sal Ventral Dolrsal Ventral
2 dias 4 dias

Figura 21: Los progenitores de todo el hipocampo abandonan el ciclo celular al mismo tiefnpo.
Imagen representativa de expresion de BrdU (verde) y Ki67 (rojo) en la SGZ. Se observan grupos de
células que contindan proliferando (amarillas; dolhkescadas) después dalids de la inyeccién con

BrdU. La imagen es una proyeccion de 34 planosocaids de la region dorsal. NeuN (azul). Escala:

50 um. Imagen magnificada: colocalizacion de BrdU y Ki67 en umismo plano éptico de la célula
sefialada con una flecha. Los margenes supederecho muestran la proyeccion ortogonal en X-Z e Y-

Z correspondienteB. Proporcién de células Brdldue continGan en el ciclo celular (coexpresan Ki67)
después de 2 y 4 dias. Cada barra muestra promeslitM de expresiéon de Ki67 del total de células
BrdU" en la SGZ y GCL de cada region, 5 animglasa cada tiempo. N =502 y 584 células Brdl2

dias, 734 y 892 células Brdld 4 dias (5 ratones por cada dia).

Por lo tanto estos resultados nos permiten descartar la posibilidad de que el
momento de abandonar el cidelular sea la causa de ldiserencias dorso-ventrales
observadas. Por el conti@rinos indican que las célulgsenulares nuevas comienzan

su maduracién al mismo tiempo en todo el hipocampo.
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Las neuronas del hipocampo dorsal y verdl alcanzan el mismo estadio final de

madurez

La maduracién de las células granulares gatas en el giro dentado adulto es un
proceso prolongado que finaliza alrededor de fa s@mana, con neuronas que
adquieren caracteristicas morfologicas y f@gtas indistinguiblea las preexistentes
(Espdsito et al., 2005; Zhao et al., 2006; bagple et al., 2006; Lagune et al., 2007).

Sin embargo, los estudios mencionados s#izexron sin consideragsta segregacion
dorso-ventral y, a la luz de nuestras recientes observaciones, cabria la posibilidad que
las neuronas de la regionniel alcancen caracteristicdgerentes de maduracion o

gueden arrestadas en un nipedvio de su desarrollo.

Para resolver esta preguntaestudié la morfologia de neuronas GFRl giro
dentado dorsal y ventral a los 56dpi. Nceseontro diferencialguna entre las areas
dorsal y ventral. Todas lauronas nuevas mostraron uhakrdendritico cubierto de
espinas extendiéndose en toda la capa molecular, un soma redondeado y su axodn
proyectandose desde el soma hacia el hiligs @2A,B). A diferen@ de las neuronas
de 21 dpi, todas las neuronas de 56 dpstraocon dendritas completamente maduras
con un alto niumero de espinas, siria@sidades y de un didmetro homogéneo,
independientemente de la region analizééig. 22C,D). La cuantificacion de la
densidad de espinas confirmé estas obs@mas, ya que fue similar en ambos grupos
de neuronas (dorsales y ventrales; Fig. 22E3tas observaciones demuestran que las
células granulares nuevas alcanzan el mismo nivel de madurez a lo largo de todo el

hipocampo.
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Figura 22: Todas las neuronas nuevas alcanzan el mismo nivel de madurez morfol6gica a losA56 dpi.

y B. Morfologias de neuronas GFé&e 56 dpi de la region dorsal (f)ventral (B) del giro dentado. La

GCL fue marcada con DAPI (azul) y la sefial GEP amplificada con inmuflarescencia (blanco).
Proyecciones de ~ 30 planos dpticos. Escala: 50 @mg.D. Ejemplos representativos de segmentos
dendriticos de neuronas nuevas de 56 dpi junto con un fragmento de 21 dpi para una mejor comparacion,
en el giro dentado dors@l) y ventral (D). La flecha en D sefialaa varicosidad y las cabezas de flecha

el final del proceso dendritico en la capa molecoiadial. Cada imagen es una proyeccion de ~ 107
planos 6pticos. Escala: 2 unk. Cuantificacién de la densidad de espinas. Las barras muestran el
promedio £+ SEM. N = 13 fragmentos para cada regién (dorsal y ventral) de 56 dpi de 3 animales
sedentarios. Los datos de 21 dpi son los mismos que en Fig. 18E de animales sedentarios. (***) p <
0.0001 t- test no pareado para comparaciones de la misma regién enttd 2ipiyyt- test pareado para

la comparacion dorsal vs. ventral de 21 dpi.

Las neuronas del giro dentado ventrase desarrollan a una tasa mas lenta que

aquellas de la zona dorsal

Los resultados descriptos mas arriba dadi que si bien las neuronas granulares
comenzaron su maduracion neuronal al mismo tiempo y alcanzaron el mismo nivel

desarrollo a la'8 semana tanto en la region dorsal como en la ventral del hipocampo
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adulto, a los 21 dpi las neuronas nuevaldegion dorsal avanzaron hacia un grado de
maduraciéon mayor. Para corroborar esta aparmiferencia en la tasa de maduracion
se analizd el curso temporal de la exgmresle Cb a los 14, 21 y 56 dpi en el giro

dentado adulto dorsal y ventral.

Se encontraron niveles de expéesivariables de Cb en las neuronas
granulares maduras independ@nente si fuesen nuevas (56 dpi) o pre-existentes en la
capa granular (Fig. 23A). Por ello se considerd positiva toda célula que presentase
marca en todo el soma y en diferenfdanos confocales yegativa cuando la
inmunoreactividad se limitd a unos pocogebés discontinuos. De acuerdo con los
resultados previos del analisis morfol@gioao hubo diferencias estta region dorsal y
ventral a 56 dpi, momento en que la gmayoria de las neuronas expresé Cb (Fig.
23E). En cambio a los 21 dpi se observé un marcado contraste siendo positivas la
mayoria de las neuronas nuevas dorsalegegativas las ventrae(Fig. 23B,C,E).
Incluso, mientras que no hubo diferencias sicgtivas en el porcdaje de neuronas de
21 y 56 dpi que expresaron Cb en la regiorsal, si hubo un marcado aumento en la

expresion de Cb en la region ventrak(p.0001, ANOVA y post-hoc Bonferroni).

Independientemente de la region analigak encontrdé una expresion de Cb
muy marginal en las neuronasevas de 14 dpi, ya que gbservé un ~9 y ~3 % de
colocalizacion en el giro dentado dorsalvgntral, respectivamén (Fig. 23D,E).
Interesantemente, los porcentajes de exguesde Cb entre las neuronas nuevas de 14 y
21 dpi de la region ventral rfaeron significativamente féirentes. En cambio, si hubo
una marcada diferencia entre los misimtiempos para la region dorspl £ 0.0003,
ANOVA vy test de Bonferroni gosteriori). Notablemente, kxpresion de Cb en la
region dorsal a 14 dpi fue basicamente sinaléa observada en la region ventral a 21
dpi, por lo que podria inferirse que lasuronas nuevas del giro dentado ventral

mostraron aproximadamente una semana de atraso en su maduracion.
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Figura 23; Diferentes tasas de
maduracion reveladapor la expresién
de Cbh. A. Ejemplo de triple
colocalizacién, GFP @rde), Cb (rojo)

y NeuN (azul) en una neurona de 56
dpi de la region dorsal. Los paneles
muestran planos U(nicos para cada
fluoréforo y su superposicién en el
panel inferior izquierdo. Escala: 10 um.
El grafico muestra el perfil de
fluorescencia de los 3 fluoréforos sobre
la flecha trazada en la imagen
superpuesta. Notar que la expresion de
Cb en neuronas maduras puede ser de
mediana o alta intensidad. U.A.
significa unidades arbitrarias. B-D.
Ejemplos de expresién positiva (B) y
negativa de Cb (C y D) de neuronas
nuevas de edades y regiones indicadas
a la izquierda de cada panel. Se
muestran sélo las superposiciones de
plano unico y perfiles de fluorescencia.
E. Cuantificacion de la expresion de
Cb alos 14, 21 y 56 dpi de cada region.
Cada barra indica el promedio £ SEM.
(**) denotap = 0.0015,t- test. A 14
dpi se analizaron 4 ratones con N = 122
y 135 neuronas GFPpara la region
dorsal y ventral, respectivamente. A
los 21 dpi se cuantificaron 3 ratones
para la regién dorsal (N = 104 neuronas
GFP) y 4 ratones para la ventral (N =
120). A los 56 dpi, 3 ratones para la
region dorsal (N = 77) y 4 para la
ventral (N = 106).
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Conclusiones y discusion

Diferentes niveles de actividad neuronad lo largo del eje longitudinal del
hipocampo

Las diferencias regionales de actividatbservadas en la GCL en condiciones
sedentarias se correlacionaroon diferencias de actividad en la capa piramidal en
registrosin vivo (Jung et al., 1994). De acuerdoncestos resultados, recientemente
Snyder y col. reportaron una mayor expyesde c-fos (un IEG dependiente de
actividad similar a ARC) en la GCL del extremo dorsal comparado con las neuronas
granulares del resto dgiro dentado (Snyder et.a2009a; Snyder et al., 2009b).

Nuestros resultados respecto a los bgjorcentajes de ticacion de laGCL
también son consistentes con la literatumh menos para el giro dentado dorsal
(previamente mas estudiado). Chawlacol., observaron un 0.5 % de neuronas
granulares expresando el mMRNA de ARCratas sedentarias de 9 meses de edad, sin
diferencias entre la GCL superie inferior de dicha regidael giro dentado (Chawla et
al., 2005). Esa escasa proporcide neuronas granularastivas también se observé
mediante registros electrofisiologicas vivo que mostraron tasas de actividad muy
bajas (< 0.5 Hz) o directamente silen&s esta region, durante exploraciéon espacial
(Jung et al., 1994; Legeb et al., 2007).

Por lo tanto los resultadosrgsentados apoyan el modelo ampliamente
documentado de que el giro deto utiiza un esquema de codificacion de la
informacién del tipo dispersa u ortogondtl escaso nidmero de neuronas granulares
activas minimiza las probabibdes de que dos estimulosigires se superpongan y de
ese modo ayudarian a discriminar sucesoxatacteristicas similares. En el giro
dentado ventral no se han realizado aun estudi®s/o, por lo que se desconoce su
funcion a este respecto. Ntres resultados y $ode Snyder y co{2009) sugieren que
dicha region tendria un mejor esquemacadeéificacion ortogonal que la region dorsal,
debido al reducido nimero de neuroaatvas. Sin embargo, estudios mace cells
piramidales de la regién ventral revelarun menor nimero de neuronas activas pero

de menor especificidad quen la region dorsal (Jung at., 1994; Kjelstrup et al.,
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2008). Por lo tanto el giro dentado vahipodria tener un sistema de procesamiento

diferente de la informacién q mismo en la region dorsal.

El giro dentado presenta diferentes tasade maduracion neuronal a lo largo de su

eje longitudinal

Se concluyé que la velocidad de maduraai@uronal es diferente en los extremos del
mismo hipocampo en ratones adultos en adodes basales o sedentarias, basicamente

por tres observaciones:

Primera observacion. La maduracion neuronal comienza sincronizadamente
en todaslas neuronas nuevas del eje londihal del giro dentado marcadas en un
momento determinado. Esto es asi ya que tantla region dorsalomo en la ventral
la expresién de Cb comienza aproximadaimea los 14 dpi y las NPCs abandonan al
mismo tiempo el ciclo celular. En genera,tasa de proliferacion de las NPCs en
diferentes momentos (2 y 4ad) asi como la frecuentes presencia de grupos de células
en divisién son consistentegrctrabajos recientes de ottaboratorios (Fig. 21A). Por
ejemplo, Jagasia y col. observaron un 22 %xjeesion de Ki67 en células de 3 dpi en
el giro dentado de ratones adultod, @smo frecuentes grupos de células GRB7"
entre los 2 y 5 dpi &pasia et al., 2009).

Segunda observacion.A la tercer semana de desarrollo las neuronas
granulare de la region dorsae observaron en un edi mas avanzado de madurez
que las neuronas de la misma edad endameventral. Lapoblacion de neuronas
marcadas en la region dorsal presentélasbdendriticos cubnmlo la capa molecular,
mayor densidad de espinas y un patronm@gcadores neuronales caracteristicos de
mayor madurez, mayor expresion de Cb ynaneexpresion de DCX. En cambio la
mayoria de las neuronas de la region vémtestré arboles dendriticos mas pequefios,

dendritas basales, menor densidad denaspy el patron de marcadores opuesto.

De acuerdo con estos resultados, lagsteos electrofisidgicos realiados
por Luca Mongiat en nuestro laboratorevelaron una mayor madurez fisiol6gica en
las neuronas nuevas teregion dorsaversusla ventral a los 21 dpi en los animales
sedentarios (Fig. 24) (Piatti y col., maad® en preparacion). Por ejemplo, la

resistencia de membrana, medida inveesam proporcional al nimero de canales
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iGnicos abiertos en reposo,efiel triple en las neuronamievas de la region ventral
respecto de la dorsal (~1896 y ~6440M indicando un nivel mas avanzado de
maduracion. Consistente con ello, las neusamzevas de la regidén dorsal mostraron
potenciales de accién maduros y en promeligpararon hasta 5 espigas cuando se
inyecté un escalon de 70 pA. En cambis heuronas de 21 dpi de la region ventral
dispararon a lo sumo dos potenciales dgéaccon el mismo estimulo (Fig. 24A,B).
Por otra parte, Las neuronas nuevas dassalesentaron una mayor frecuencia (pero
igual amplitud) de corrientes excitatorjasstsinapticas espontaneas (SEPSCs) (~10 Hz
dorsal vs. ~0.24 Hz ventral) (Fig. 24C-Ela amplitud similar de los sEPSC indica
propiedades similares en la densidad po&ggica. Sin embargo la mayor frecuencia
de eventos sinapticos en la region dobrsadica una mayor conectividad aferente
proveniente del circuito glatnatérgico, consistente conrfeayor densidad de espinas

descripta mas arriba.

Por todo lo expuesto concluimos qles caracteristicas morfoldgicas y
fisioldégicas de las neuronasievas coinciden en indicar glas neuronas de 21 dpi del

giro dentado dorsal son mas maduras ynesias integradas al circuito local.

Tercera observaciénlLas neuronas granulares nuedastodo el giralentado
alcanzanrel mismoplateaude maduraciéon morfolégicalas 56 dpi. Los valores de
densidad de espinas (Fig. 22) se condiaanlo reportado por 4o et al. (2006) en
neuronas nuevas de 56 y 126 dpi, y es también similar a lo descripto para las neuronas
granulares preexistentes (Trommald addlleberg, 1997). Finalmente, todas las
neuronas nuevas de 56 dpi expresan(Ef. 23), también consistente con lo que

sucede con las neuronas granulares maguesxistentes (Sloviter, 1989).
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El ejercicio fisico aumenta la activilad basal del giro dentado ventral

Ademas de recibir e integrar informacion sensorial de multiple sitios corticales a través
de la corteza entorrinal (Canto et.,aR008), el hipocampo integra sefiales de
movimiento intrinsecas del animal (McNaugtet al., 2006). Por lo tanto, aumentar
la tasa de movimiento aorrer es aumentar un estimulo basico procesado en el
hipocampo. De hecho los primeros registros realizadogivo en el hipocampo
demostraron que la actividad eléctricaciladoria lenta (ritmo theta) se acopla
especificamente al movimiento voluntadel animal (Vanderwolf, 1969). Mas aun,
movimientos intensos como rcer y saltar aumentan kmplitud de dicha actividad
eléctrica (Whishaw and Vanderwolf, 1978)la tasa de disparo de las neuronas
piramidales del hipocampo dorsatiel mas medial (Czurko at., 1999; Maurer et al.,
2005). Sin embargo, no hay bibliografia en estetido respecto de lo que sucede en el
giro dentado.

Nuestos resultados mostraron una difiecia dorsoventral en la actividad
neuronaldel giro dentado inducida por el ejercicio. Mientras que el giro dentado
ventral reveld6 una mayor densidad deuronas granulares expresando ARC (de
acuerdo con lo esperado), en el giro ddatdorsal no se observaron cambios. Sin
embargo, no podemos descartar que haya douan aumento en la tasa de disparo de
las neuronas ARTdel giro dentado dorsal. Hasta fecha es conocido que la
expresion de ARC revela el nUmero de peas activas en un periodo de alrededor de
2 horas (Rodriguez et al., 2005), pero no kerisidad con la que dispararon dichas
neuronas activas. De todas maneras nugestsultados indican claramente que el
ejercicio produjo un aumento@runciado de la actividad neuronal en el giro dentado

ventral.

Es interesaie que el aumento en latadad de las neuronas piramidales en
animales corredores estd acompafado de una mayor tasa de disparo de las
interneuronas del hipocampo dorsal (Maurer et al., 2005). Esto indicaria un mayor
control inhibitorio sobre el hipocampo ddtsal cual podria ser responsable del
incremento selectivo de la actividad| dgiro dentado ventiaen condiciones de
ejercicio voluntario. De acu#o a esta hipotesis, se tiascripto un mayor niumero de
interneuronas GABAérgicas somaticas por cadarona granular en el giro dentado

dorsal (Seress and Pokorny, 1981).

82



La actividad local acelera la maduracion neuronal

La velocidad de maduracion mostré una busaraeladdn con el nivel de actividad del
circuito local donde se desarrollan las @a@s granulares nuevas del giro dentado
adulto. En el giro dentado ventral deimales sedentarios se observé una menor
actividad basal en la GCLyna maduracion mas lenta queetmgiro dentado dorsal de
los mismos animales. Mas aun, en comagies de mayor movimiento voluntario la
actividad neuronal de la GCL del gidentado ventral aumenté y la maduracién
neuronal se aceleré alcanzando el mismo gradtesarrollo que en la region dorsal, en
la que no se observaron cambios. Estos remdtaugieren que las diferentes tasas de
maduracién observadas en et éjorsoventral de animalssdentarios se deben a los
diferentes niveles de actividad del circuibcal y no a diferentes programas celulares
intrinsecos. Estos hallazgos avalan también la hipétesis del efecto promotor de la
actividad neuronal en la tasa de madunacde las neuronas granulares del giro

dentado.

El efecto del ejercicio fisico efa maduracién neuronal fue previamente
evaluado onsiderando el giro dentado adudto su totalidad (Zhaet al., 2006; Wu et
al., 2008. En el trabajo de Zhao y col., itdron la técnica retranal para marcar las
neuronas nuevas y observaron aumento selectivo de ensidad de espinas con
morfologia maduranfushroom a los 56 dpi en ratones corredores. Sin embargo, no
reportaron diferencias en la densidadaltade espinas entre ratones corredores y
sedentarios en ningun tiempo analizado.v&lor promedio reportado fue de ~0.4
espinas/um en neuronas GRR 21 dpi, mientras que lo reportado en esta tesis es de
~1.1 espinas/um para los animales sedestgriel.4 espinas/pum para los animales que
corrieron con diferencias significativas (p < 0.08test no pareado). La subestimacién
del numero de espinas reportada por Zhamwl. podria deberse a la adquisicion de
fragmentos dendriticos de difetes partes de la capa molecular, pero mas aun a la falta
de amplificacion de la sefial de fluoresdande GFP, ya que las dendritas inmaduras
presentan un didmetro menor y, por ténto, una fluorescencia mas débil en el
microscopio confocal. De hecho, Zha@ol. obtuvieron un valor promedio de ~2,6
espinas/um en fragmentos GRie mayor espesor de las neuronas maduras de 56 dpi,
el cual es el mismo que el reportado ensineetrabajo. En el trabajo de Wu vy col.,

evaluaron la maduraim de neuronas DCXen ratones de mediana y avanzada edad
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sometidos a una cinta para correr (tredlér) durante 5 semanas de manera
controlada. El ejercicio aument porcentaje de neuronas DCXon dendritas
extendiéndose a través de la GCligminuy6 la proporcion de neuronas DCeon
procesos paralelos a la capa, lo cual espatible con un claro avance en la secuencia
de maduracion neuronal (Espését al., 2005; Ge et al.0@6). Mas aun, Wu y col.
observaron que el ejercicio aumentactéacentracion de la neurotrofibaain-derived
neurotrophic facto(BDNF) y su receptor TrkB en slero de los ratones de las dos
edades analizadas, sugiriendo que el efpodbonotor del ejercia en la maduracion
neuronal seria mediado por la via BDNF-TrkB.

BDNF es conocido por promover la pferacion, diferenciacion y sobrevida
neuronal (Ahmed et al., 1995; Cotman and Beuidl, 2002; Li et al., 2008). En ratones
transgérsos carentes de BDN#TrkB se demostré que aas proteinas son necesarias
para el desarrollo y conediilad sinaptica normal de la®uronas granulares del giro
dentado adulto, ya sean nuevas (Chan e2@08) o preexistentes (Danzer et al., 2008).
Mas aun la deplecion especificalucible de TrkB en las NB5 del giro dentado adulto
disminuyo6 la sobrevida, el crecimiento ddtido y la densidad de espinas de las
neuronas nuevas (Bergami et al., 2008or lo tanto la mayor madurez neuronal
observada en los animales corredores egirel dentado ventrapodria explicarse
alternativamente por un aumento de NBD independientemente de la actividad
neuronal. Sin embargo, esto es poco probgblgue se ha demostrado que el ejercicio
aumenta la expresion del ARN mensajero griateina de BDNIEn todo el hipocampo
(Cotman and Berchtold, 2002)1as aun aumenta los niveles sistémicos de BDNF (Wu
et al., 2008; Winter et al., 20Q07)De ser asi, nuestrospeximentos deberian haber
revelado que el ejercicio volario acelera la maduracion tks neuronas granulares
nuevas de la region dorsal de la misma mageedas de la region ventral. El hecho de
que no hayamos encontrado cambios etasa de maduracion del hipocampo dorsal
sugiere fuertemente que un aumento de Brdiependiente de actividad neuronal no

seria el mecanismo que explicaria nuestros hallazgos.

La sintesis y secrecidon de BDNF @spendiente y regulada por actividad
neuronal (Schinder and Poo, 2000; Chen et al., 2008 € al., 2003b; Kuczewski et
al., 2008 Matsuda et al., 2009). Mas auncientemente se ha propuesto una conexion
entre la actividad neuronallg expresion de factores tidds en la modulacion de la

neurogénesis del hipocampo adulto (Maakt 2009a). Ma y col., describieron un
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nuevo |IEG, Gadd45b, que al igual que @R/ otros IEGs se induce rapido y
transitoriamente poactividad neuronal. Mientragque en condiciones basales no
encontraron efectos en la pfetacion y el desaotlo dendritico de las neuronas nuevas
del giro dentado adulto en los ratonessgenicos carentes de Gadd45b, si se observé
una falta del aumento inducido por actividahvulsiva. Del mismo modo se observé
una falta de expresion de BDNF inducidar el mismo tipo de actividad, lo cual
sugiri6 que las mismas neuronas activded nicho neurogénicaontrolarian la

neurogénesis de manera paracrina (Ma et al., 2009a).

Entonces, la actividad neuronal ta$a modulando indirectamente el
desarrollo de las neuronas nuevas del giro dentado a través de la liberacion de
neurotrofnas. Sin embargo, esto tpoto parece muy probable debido a que las
neuronas granulares nuevas con reduogkcitabilidad mediada por GABA por
expresion del ARN de interferencia para G&L1 tiene defectos en la maduraciéon (Ge
et al., 2006) (Fig. 12E). Por lo tanto pssible que el aumento de la tasa de
maduracién neuronal en el giro dentada snediado por la aién conjunta de la
actividad eléctrica y BDNF, tal como fue presto para el desarrollo de la corteza
(McAllister et al., 1996). McAllister y dg demostraron que la inhibicion de la
actividad eléctrica espontanea, la smision sinaptica o los canales de"Cipo L,
bloquean el efecto de BDNEn el desarrollo de la owlejidad dendritica de las

neuronas corticales.

Efectos sinérgicos de BDNF vy la adtiad neuronal fueropropuestos para la
modulacién de la cwectividad y la plasticidad sinéipa (Schinder and Poo, 2000).
Incluso, BDNF modula la liberacién de neuratsamisor en la neurona presinaptica y la
respuesta de la neurona postsinapticamtipado de la actividad simultdnea de ambas
neuronas, de las concentraciones de calcibe la actividad de los receptores de
glutamato del tipo NMDA (Pozzo-Miller, 260 Crozier et al., 2008; Madara and
Levine, 2008). Mas interesante aun es la aparente retroalimentacion positiva entre la
expresion de ARC y BDNF en la potenciacafargo plazo (LTP) elas sinapsis entre
neuronas de la corteza entorrinal y las neasayranulares del gidentado. Mientras
que la sintesis de ARC es requerida para la induccion y mantenimiento del LTP
inducido por BDNF (Messaoudi et al., 200€@kta potenciaciomduce un aumento en

la expresidn selectiva de ARC es lmismas neuronas (Ying et al., 2002).
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Por lo tanto la actividad neuronal no stdaconferiria espzficidad sinaptica
a la accion de BDNF (Schinder and Poo, @06ino que también podria conferirle
especifiedad neuronal en un circuito determinado. ElI mecanismo podria ser una
actividad despolarizante sensada por lagore&s nuevas que petencia con la accién
especifica de las neurotrofinas. Estotrsgluciria en un aumento de los niveles de
calcio intracelular y la activacion delggrama de trascripcion mediada por p-CREB,
los cuales son conocidos por controlardekarrollo neonatal y adulto (Konur and
Ghosh, 2005; Jagasia et al., 2009).

La incorporacion de neuronas nuevas aciwouito funcion& en el cerebro
adulto podria representar un mdsaro deplasticidad estructal que contribuye o
modula finciones especificas del sistem@i bien las neuronas nuevas incorporadas
podrian ser utiles para la codificacion meevas memorias, también podrian producir
inestabilidad a las trazas de memoria prestestes o en procesamiento (ver discusion
general). Resulta entoncpsobable que la actividadificional de la misma red de
circuitos locales pueda modulda neurogénesis adulggara mejorar la capacidad
adaptativa del individuo. De hecho variosbtjos indican que la actividad neuronal
modula diferentes etapas denkurogénesis, como proliaion y sobrevida de los dos
Unicos sitios de integracion neuronal dmlrebro adulto de mamiferos, el bulbo
olfatorio y el giro dentad@Ma et al., 2009b). Nuestrosstdtados demostraron que el
sistema funcional no solo puede modulan@&nero de neuronas nuevas, sino también
el tiempo en que esas unidades pued&giarse y la duracién con gque ese proceso
alcanza sus caracteristicas finales (senegaa las de las neamas preexistentes),
confiriendole un nivel Unico de plasticidadun circuito funcional a través del tiempo

de maduracion neuronal.
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DISCUSION GENERAL

En esta tesis se describié por primera Mesecuencia de deasallo neuronal en el
hipocampo adulto y la tasa diferencial coryilee ocurre a lo lgo del eje longitudinal
del giro dentado. Estudios previos mosirauna mayor tasa de neurogénesis en la
region dorsal del hipocampo adulto combinaBaddU y marcadoreseuronales que se
expresan en estadios inmaduros (Snydealgt2009a; Ferland et al., 2002). Sin
embargo un estudio detallado de ladmmacion neuronal requiere de un analisis
morfolégico que se hizo posible en est@bajo por haberse ushdo la técnica de

marcado retroviral.

Consistente con resultadpeevios (van Praag et., 1999b) se observé mayor
namero de neuronas nuevas inducidas poreetiejo fisico independinte de la region
analizada. Por otro lado, se aporté unaifimadicional al ejercio en la neurogénesis
adulta del hipocampo, que consiste eadaleracion de la madgion neuronal, hasta
ahora no descripto. Este fendmeno se eolsespecificamente en el giro dentado
ventral, donde ademas el ejercicio aumentictavidad de la GCL, consistente con una
maduracion neuronal dependiente dadfividad del circuito local.

Rol funcional de la neurogénesis en el hipocampo adulto

La integracion funcional de las neuronas nuevrasl circuito aferente del giro dentado

se demostré por primera vez en el &2 (van Praag et al., 2002). Estudios
posteriores fortalecieron edtallazgo mediante la exprési de proteinas derivadas de
IEGs en neuronas Brdla partir de los 25 dias de edad neuronal) como consecuencia
del aprendizaje espacialla induccién de convulsiond€dessberger and Kempermann,
2003). Sin embargo, soélo recientemente se demostré fehacientemente la completa
integracion de las neuronas nuevas al diochippocampal, ya que se evidencié la
conectividad eferente de las neuronas geaesl nuevas nacidas en el adulto a nivel
morfologico y fisioldgico (Tonket al., 2008). Sin embargel, significado bioldgico de

la neurogénesis en el cerebro de niarag adultos aun no ha sido esclarecido.
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Los trabajos pioneros de Shors y.caitilizaron una droga que bloquea la
division celular y de ese modo lograronaureduccion sustanciale los niveles de
neurogénesis del hipocampo adulto. La fdkaneuronas nuevaseaf6 la asociacion
temporal de dos estimulos separadogldiempo, pero no tuvaingun efecto cuando
los mismos dos estimulos se encontraron superpuestos temporalmente (Shors et al.,
2001). Estos hallazgos fueron consisterdes la dependencia del hipocampo en
dichos tests; el primer caso fum test dependiente de hipocamp@ce memory
conditioningy el segundo nogelay memory conditioningSin embargo, la misma
reduccion de neurogénesis no afectd trcomportamientos dependientes del
hipocampo, como el aprendizaje espacial éestlde MWM, la gploracion ambiental,
el miedo contextual condicionado y aquelldaecmnados con la ansiedad como el test

elevado de cuatro brazos (Shoralet2001; Shors et al., 2002).

Es curioso que trabajos mas recietiagan demostrado efectos especificos de
las neuronas nuevas en algunos de estoddapshdientes del hipocampo evaluados por
el grupo de Shors. Por ejemplo, se obsamdaumento de la ansiedad en el test
elevado de cuatro brazos en animales oeurogenesis reducida por falta de TrkB
especificamente en las neuronas nuevas deblgimtado adulto (Bergami et al., 2008).
Sin embargo la aparente contrmsia parece resolverse cuars®analiza la edad de las
neuronas nuevas que fue afectada. Mientragque trabajo de Shors y col. se analizé
la funcién de la neuronas nuevas de 17 alia@ de edad méaxima, Bergami y col. lo
hicieron con neuronas de 334d@ dias. Por lo tanto, daneuronas nuevas del giro
dentado podrian tener funciones esfigas durante un periodo de su maduracién

independientes y/o diferentds las funciones que podritemer una vez maduras.

Trabajos mas recientes reportaron efectos en el desempefio del test de
navegacion espacial del MWM dependientde la edad de las neuronas nuevas
afectadas mediante irradiacigrpara bloquear la neurogéie (Snyder et al., 2005).

Al igual que el trabajo de Shors y col., (2D@® encontraron efect@n la adquisicion

de la memoria (desempefio durante el eatreento) pero si observaron una reduccion
del mantenimiento de la memoria a latgamino. Dicha reduccién ocurrié solamente
cuando la poblacion neuronal afectada fue 14862 dias de edad y el entrenamiento
habia sido realizado en el periodo en quaseseuronas tenian 28 a 34 dias de edad
(Snyder et al., 2005). Aunque Snyder y col., probaron diferentes tiempos de irradiacion

y s6lo en algunos casos enadanbn efectos, no analizaronlaidependencia de la edad
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neuronal es critica durante el entrenangient el mantenimiento de la memoria.
Posteriormente se bloqueo la neurogénesiaves de irradiacion X focalizada y no se
encontrd ningun efecto en el aprendizaje o elteramiento de la memoria en el test de
MWM (Saxe et al., 2006). Sin embargo, efrenamiento en el MWM fue realizado en
un momento en que las neuroma®vas afectadas tenian 3 meses. Por lo tanto, el rol
de la neurogénesis en el MWM dependatéala edad de las neuronas nuevas al

momento del entrenamiento.

Entonces, resumiendo la bibliografiaep funcion de la edad neuronal, se
puede proponer que las neuronas granularesvas estarian involucradas en las

siguientes funcionedel hipocampo adulto:
Las neuronas inmaduras serian critipara la asociacion de estimulos;

Las neuronas de ~4 a 6 semanas, en elramjento de la calidad de los aprendizajes
de experiencias futuras y en la regulacién de la ansiedad y depresion;

Las neuronas maduras serialevantes durante la disgrinacién y reconocimiento de

estimulos.

Asociacion de estimulos diferentes

En un estudio reciente utilizando ratonesnsgénicos para reciu la neurogénesis

adulta se demostré que el aprendizaje de relaciones espaciales complejas depende de
las neuronas granulares nuevas (Dupral.e2008). Los aprendizajes espaciales mas
simples como el reconocimiento del ambiente o el aprendizaje en el test de MWM
clasico no fueron afectados por el bloquedadaeurogénesis adulta. Sin embargo, la
neurogénesis es critica para resolvervareante mas complegel MWM que requiere

una asociacion de claves externas del paraaigbupret y col. ulizaron una estrategia

para abolir la neurogénesis de manera especifica que consiste en la generacion de un
ratén transgénico quepbreexpresa una proteina proaptgadinducible en las NPCs.

La induccion de dicha proteirsa realizé desde 6 semampasvias a los experimentos y
durante los mismos, por lo que los efeaasel MWM complejo podrian deberse a la
reduccion de neuronas nuevas de distinto grado de madsireembargo, el grupo de
neuronas mas inmaduro deberia ser el aféstado por la mayor reduccion en la

poblacién de NPCs con el tiempo del tratamiento.
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Mas aun, teniendo en cuenta los resultatioShors y col. que observaron una
menor asociacion temporal de sdaestimulos diferentes en elrdce memory
conditioning cuando afectaron las neuronas grareganmaduras de ~20 dias de edad
sin efecto reduciendo las poblaciones de neuronas nuevas de ~12 o ~39 dias (Shors et
al., 2001; Shors et al., 2002), gedria sugerir que las m@nas granulares inmaduras

son las que patrticipan en las @aomnes de estimulos diferentes.

Mejoramiento de la calidad de los apendizajes de experiencias futuras

La participacion de las neuronas nuevasskemantenimiento de la memoria a largo
término (2 a 4 semanas) del aprendizajetelti de MWM es controversial (Snyder et
al., 2005; Saxe et al., 2006). Sin embargcswsgrié que las diferentes edades de las
poblaciones neuronales afectadasmomento del entrenami® podrian explicar dicha
controversia. En acuerdo con esta hipotesiglemostré una activacion preferencial de
las neuronas nuevas durantéesteo de memoria espacialldego plazo (~ 4 semanas)

del MWM, dependiendo de la edad qtuevieron esas neuronas al momento del
entrenamiento en dicho te@tee et al., 2007). Kee gol. observaron una mayor
expresion de los IEGs, ARC y c-fos entasironas nuevas de 10 semanas de edad, que
el resto de las neuronasagulares cuando el entrenamiento en el MWM comenzé a
realizarse entre 1d%y 6@ semana del desarrollo de esas neuronas y no en otro tiempos.
Méas aun, se observd que las neuronas muevaduras se activan especificamente
durante la reexposicién de la misma aigrecia previa que anscurrid durante un
periodo de su proceso de maduracion (Tagdtia., 2007). Por Itanto, mientras las
neuronas nuevas maduran podrian adquiria especializacion que favorece el
aprendizaje de experiencias futuras. Ertigpaar, aquellas experiencias que activan
los mismos circuitos que fueron activaddgrante su maduracion, aunque en dicho

momento esas neuronas no hayan sido fundahesren el desempefio de la tarea.

Regulacién de la ansiedad y depresion

Se reporté que las neuronas de ~30 diasvieson involucradas en el comportamiento
relacionado con la ansiedad| dest elevado de cuatro boaz (Bergami et al., 2008).
Consistente con este hallazgo, la eliminacién de neuronas de 28 dias por irradiacion de

rayos X bloqueo el efecto angipresivo de la fluoxetina crad, analizado utilizando el
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paradigma denovelty suppressed feedin@antarelli et al., 2003). Mas aun, la
administracion cronica (28 dias) de fluoxatifinhibidor de larecaptacion de la
serotonina) aumenta la proliferaciéon y maahidn de las neuronas granulares del giro
dentado adulto (Wang et a2008). Aunque los paradigmastudiados no discriminan

entre ansiedad y depresidn (ya que las dragamliticas mostraron efectos similares a

la fluoxetina), los hallazgos reportados impulsaron la idea de que la neurogénesis adulta
es necesaria para los efectos antidepresd® la fluoxetina. Esto explicaria que
aunque el aumento de serotonina es inmedias efectos clinicos demoran entre 3y 4
semanas (Wong and Licinio, 2001).

Discriminacion y reconocimierto de estimulos similares

Cuando se bloqueo la neurogénesis a trakslos estrategias diferentes como la
irradiacion X focalizada (3 meses previogaperimento) o ablacion genética inducida
(durante 6 semanas), se encontrd el mismo efecto fearetontextual conditioning

Los animales no reconocieron el contexdonde habian recibido el estimulo
condicionado (shock) (Saxe at., 2006). La falta de reduccién del movimiento
(freezing observada en el lugar condicionade pbshock por estos animales, también
podria haberse debido a la falta de miedoum menor nivel de ansiedad. Sin embargo
Saxe y col., descartaron dichas posibilidades porque no encontraron efectos de la falta
de neurogénesis en otros tests mas relacionados con el estado de miedo y el de

ansiedad.

Por otro lado, Dupret y col. utilizaram modelo similar de ablacion inducida
de la neurogénesis adulta y no observaron efectos fearetontextual conditioning
(Dupret et al., 2008). La diferencia de efeatos el trabajo de Saxe y col. previamente
mencionado podria radicar en las edadesoderatones con la que trabajaron, de 8
semanas en el caso de Dupret y col. y 13a&xe y col. Durante el envejecimiento la
tasa de neurogenesis se reduce drastidem®vu et al., 2008; Morgenstern et al.,
2008), por lo que una ablacién de neuronasvas a mayor edad podria producir

efectos mas notorios en lpgiebas comportamentales.

A pesar de la aparente controversia, tesultados de Saxe y col. estan de
acuerdo con los obtenidos por McHugh y.cque generaron un animal transgeénico,

carente de la subunidad NR1 del recepMDA especificamente en todas las
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neuronas granulares. Estos animalesecem de LTP pero pueden reconocer el
estimulo condicionado y responder cteezing pero no pueden discriminar el

contexto condicionado entre dos combaxsimilares (McHugh et al., 2007).

Por ultimo se observd una paraddjica influencia de la neurogénesis en la
memoria de trabajo o reciente datlial 8-arm mazgSaxe et al., 2007). Dicho test
consiste de un dispositivo con una platafarcentral y 8 brazos, donde al final de
algunos de los brazos se encuentra alime&axe y col., realaron una variante del
test donde los animales se someten a dos batmedos (uno con comida en la fase de
entrenamiento y el otro en la fase de elatc En cada prueba, la eleccion del brazo
correcto (no visitado en el entrenamiens@nifica un correcto mantenimiento de la
memoria reciente o de trabajo. Cada angeadomete a 6 pruebas. Luego de bloquear
la neurogénesis (neuronas de hasta 3 sndseedad) los animales mostraron una
mejoria en el mantenimiento de esa trazandenoria en las dastimas pruebas (1'%

y 6. Debido a que el test tiene solo &aws, los animales deben repetir brazos ya
visitados en dichas prueb&s que determind una mayor infierencia en la eleccion del
brazo correcto. Entonces, estos reslaéa podrian interptarse como que mas
neuronas granulares reconociendo estimulogasan interfirieron laestabilidad de la

memoria reciente y redujeron el desempefnégie tarea en las phes de repeticion.

Las neuronas granulares del giro delat han sido descriptas como neuronas
“detonadoras” de los circuitos asociativies sus neuronas postsinapticas, imponiendo
patrones nuevos de codificacifireutgeb et al., 2007; Treves al., 2008b). Dado que
las neuronas granulares nuevas una vehgoealcanzado la completa maduracion son
indistinguibles de las premstentes (Espésito et al2005; Laplagne et al., 2006;
Laplagne et al., 2007), serauy probable que tengan el mismol en el procesamiento
del hipocampo adulto. Incluso recienterge se demostré que los animales con
reducido numero de neuronas granegar maduras muestran una reducida

discriminacion de estimulos espaemparecidos (Clelland et al., 2009).
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Propiedades Unicas de las neuronas nuas inmaduras del hipocampo adulto

Durante su desarrollo, las neuronasanglares nuevas dejiro dentado tienen
propiedades particulares qumdrian aportar al circuittipocampal caracteristicas
Unicas que permitan procesamientos de inforbmaen tareas especificas. En favor de
esta hipdtesis, estudios @éasticidad en la GCL del g dentado adulto revelaron
propiedades heterogéneas efldezonas externa e interna de la capa: mientras que las
neuronas de la capa externa solo preseni@® cuando la inhibicibn GABAérgica se
encuentra bloqueada, las neuronas de laioégrama muestran induccion de LTP adn en
presencia de inhibicion (Wargg al., 2000). Estos auter@ostularon que las células

con mayor plasticidad (capa interna) copaslieron a neuronas nacidas en el adulto
debido a que en sus estudios de las aras registradas, observaron que poseian
expresion de un marcador de neurona oluma Posteriormente se demostrd la
existencia de un tipo particular de LTfRe desaparece cuantib neurogénesis es
bloqueada 3 semanas antes de la induccioplakticidad medianten protocolo de
irradiacion con rayog o 3 meses antes por irrad@t con rayos X (Snyder et al.,
2001; Saxe et al., 2006). Luege confirmé que este LTP piiaular es caracteristico

de las neuronas inmaduras, las cuales pogeemmbral mas bajo para la induccién de
plasticidad en ausencia deibicion GABAérgica (Schndit-Hieber et al., 2004). Por
altimo se describié un periodo de maduracion de las neuronas granulares nuevas (desde
la 4% a la 6" semana) en el que la expresion de LTP se encuentra aumentada (Ge et al.,
2007). Por otra parte, los trabajos de nuestro labavdtan demostrado recientemente

gue las neuronas nuevas inmaduras son mucho mas excitables que las maduras
(Mongiat et al., 2009). Por lo tanto, las ne@®m®en desarrollo integradas al circuito
hipocampal poseen mecanismos de plasticigd@cos durante un periodo de tiempo de

su maduracion.

La existencia de una poblacion deuranas jovenes con mayor plasticidad en
el hipocampo adulto abrid la pregunta desta propiedad es relevante para su propia
maduracion o es importante para la féncdel hipocampo (Schinder and Gage, 2004).
La sobrevida e integracion neuronal dependeria experiencia transcurrida y de la
actividad sensada por sweptor NMDA en un periodo da maduracion (Tashiro et
al., 2006; Tashiro et al., 2007). Por oparte, las neuronas nwes mas maduras se

activan preferentemente con las experieneéecionadas a las queurrieron durante
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su maduracion (Tashiro et al., 2007; Kealet2007). Entonces, dacircuitos activos
durante la maduracion neuronal podrian seleccionar la conectividad de las neuronas
nuevas inmaduras y a la veer modulados por la integracion especifica de nuevas

unidades funcionales.

Relevancia fisiologica de tasas de maduracidliferentes en el giro dentado adulto

La determinacién del estadio especifico dganglasticidad en la secuencia neuronal,
aun es controversialSin embargo, cada vez mas trabajostentan la hipotesis de una
ventana temporal con propiedades uUnidasante la maduracién de las neuronas
nuevas, por la cual serian capaces de prapmcifunciones especificas al hipocampo.
Mas aun, si dicha ventana de plasticidagtainle las neuronasuevas depende de un

periodo de su maduracioén, ¢cual seria la vefitagaonal de tener ventanas de distinta

escala y duracion en el mismo hipocampo?

Las propiedades de plasticidad Uniaches las neuronas nuevas durante un
periodo acotado de su maduracion y el rol aceptado del hipocampo en memoria
episddica (Scoville and Milner, 2000) sewtarlas bases sobre las que se basa la
reciente hipotesis del rol potgal de la neurogénesis adudta la codificacion temporal
de memorias nuevas (Aimone et al., 200&sta hipdtesis propongue dada la alta
excitabilidad de las neuronas nuevas inmasluéstas serian @qes de responder mas
inespecificamente a diferentes patrordss informacion. Por ende, serian mas
“asociativas” durante un periodo especificaedanaduracion, lo questaria de acuerdo
con el rol de las neuronas nuevas inmaduras &aed memory conditioning en la
versidn asociativa del MWM complef8hors et al., 2001; Wipret et al., 2008).

Por lo tanto, la misma neurona joven padparticipar en la codificacion de
eventos diferentes durante un periodo definido de su desarrollo (Fig. 25A; observar giro
dentado dorsal). Como consecuencia de gflogeneraria una superposicion de los
patrones de activacion de eventos no relacionados pero temporalmente cercanos,
incrementando la asociacion temporal demorias nuevas en el procesamiento del

hipocampo (Fig. 25A, cuadro izq., @dorsal).

Aimone y col. desarrollaron un modelo computacional de procesamiento de

informacion del giro dentado incorporantio maduracién neuronal como variable y
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observaron que (1) las neuronas granulame®duras proveen asociaciones entre los
estimulos diferentes de la corteza y (2) h@uronas granulares maduras efectivamente
separan/disocian los patrones de infacman parecidos enviados por la corteza
entorrinal, de acuerdo con lagliaitura (Leutgeb et al., 20071as aun, en el modelo de
Aimone y col., la habilidad de asociaciomfgoral de dos estimulos es dependiente del
tiempo transcurrido entre ellos. La inporacion de neuronas enas en el sistema
produciria un efecto dual: (A) @sacion de las representacésndel giro dentado para
estimulos (eventos) cercanos en empe que encontraron la misma poblacion de
neuronas nuevas inmaduras y (B) separacién de las representaciones del giro dentado
para estimulos lejanos en el tiempo, oemcontraron diferentes poblaciones de

neuronas nuevas (Aimone et al., 2009).

Por lo tanto, el tiemp@ue una neurona nueva pama el estadio de alta
excitabilidad podria tener un impactoefte en el procesamiento cognitivo del
hipocampo. Mas aun, el hecho de que dichavate de alta excitabilidad sea variable
podria tener un rol potencial de resoluciomperal en la codificacion de memorias
nuevas. Asi, una maduracion neuronal magleomo la que se observé en el giro
dentado ventral (presentesi® podria representar unescala temporal mayor,
ofreciendo un marco temporal mas grande dentro del cual asociar diferentes sucesos
(Fig. 25A).

Las diferencias regionales a lo lardel eje longitudinal del hipocampo van
desde diferentes patrones de expresion de genes hasta diferentes comportamientos
asociados (Thompson et al., 2008; Kubikakt 2007; Bannerman et al., 2004). Por
ejemplo el hipocampo dorsal esta involucradgorocesamiento de memoria espacial y
el ventral en comportamientos defensivoogkr et al., 1995b; Kjslrup et al., 2002).

Sin embargo, la regiébn ventral pueder dan eficiente comola dorsal en el
procesamiento de memoria espacial cuando el entrenamiento ocurre durante un periodo
mas prolongado (de Hoz et al., 2003). toEsotivo la idea de que escalas de
procesamiento diferentes pueden coexesti el mismo hipocampo. De acuerdo con

ello, se demostr6 que el tamaife codificacion espacial de lgdace cellsdel
hipocampo varia gradualmente desde meno% detro en el polo dorsal a 10 metros

en el polo ventral (Kjelstrup et al., 2008 or lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que

el hipocampo podria contar con las doselisiones espacio y tiempo en diferentes

escalas a través de su eje longitudinal.
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Por otro lado, practicamente todas tasexiones intrinsecas del hipocampo
atraviesan diversos planos transversalegjgdongitudinal. Inaiso, los axones de las
neuronas granulares hacia £4ue se encuentran orgaados en un mismo plano
transversal, cuando se apiman a la regidbn de GAcambian de direccion y se
proyectan hasta 2 mm hacia la regién vénthanaral and Witter, 1989; Sik et al.,

1997). Dicha anatomia favorece mecanismos de procesamiento que se integran en todo
el eje longitudinal. Incluso, se propuso que el hipocampo utiliza una estructura unitaria
de codificacibn donde ebutput (su eferencia) instantaneo es un segmento de
informacion a lo largo de su eje longitudinalds que un dato puntual (de Hoz et al.,
2003; Lubenov and Siapas, 2009).
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Figura 25: Rol potencial de las diferentes tasas de maduracién neuronal en el giro dentadofadulto.

Rol hipotético de las neuronas inmaduras dorsales y ventrales en codificar diferentes escalas de tiempo

en condiciones basales. Esquema representando la asociacién temporal de eventos contiguos en distintas
ventanas de tiempo por las neuronas nuevas durante su periodo de inmadurez en el eje dorso-ventral. Las
neuronas son ejemplos de morfologia representativas de la secuencia neuronal ajustada a los tiempos
dorso-ventrales analizados en la presente tesis yplfiean la misma cohortede neurogénesis (n). El

cédigo de colores representa la activacion neuronal para cada evento (representados como cuadros sobre
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la linea de tiempo superior) en la GCL y L£dorsal y ventral. Las neuronas piramidales amarillas se
activan en eventos contiguos ya que representan la eferencia de las neuronas granulares len desarrol
(més excitables). Las neuronas con soma coloreado y contorneado representan neuronas en desarrollo de
diferentes cohortes (nt2) en la GCL y su respectiva eferencia gn ®ara simplificar no se
representaron la activacion de neuronas nuevasohlerte (ntl), una neurona granular excita una
neurona piramidal. Ademas, teniendo en cuenta la menor activacion de la GCL ventral en esndicion
basales los circuitos neuronales ejemplifica grupos de 2 o mas neuronas piramidales activas que
representan cada event@uadro inferior izquierdo: La resultante de periodos de maduracién (y con

ello periodos de excitabilidad diferentes) determinaria la asociacién de eventos en escalas de tiempo
diferentes. Con los circuitos armados en la regiésallouno podria recordar cuando salié en “bicicleta”
recordando cuando fue el cumpleafios de las “gemelash los circuitos armados en la region ventral

uno podria saber en qué marco temporal sucedieron mas eventos recordando solo wi@atorea el

arbol, aunque con menor precisi@uadro inferior derecho: El constante aporte de neuronas nuevas
(cohortes “n+..") podrian tener un impacto cognitivo en la formaciéon de memorias episédicas. Por un
lado podrian asociar los eventos por la misma cohorte de neuronas inmaduras activas y por otro
discriminarlos por neuronas nuevas de diferentes estados de madurez (diferentes cohortes) coexistiendo
en la misma GCL. Basado en la hip6tesis de Aimone et al., ZB08ol hipotético de la actividad de la

region local en aumentar la “espai@acion” de las neuronas nuevas en desarrollo. Representacion del
acortamiento de la ventana de asociacion tempanala aceleracion de la oharacion neuronal en el

giro dentado ventral mas activo “gspecializacion” neuronal parfaturas asociaciones de eventos
nuevos. La neurona nueva “espdizada” se activaria preferentente cuando es madura (neurona
negra) por eventos nuevos (bici nueva = eBn) relacionados a los que ocurrieron dungadersgion

(bici = eB). Entonces cuando un evento ocurre (eBn) la actividad dispersa en la GCL es una
combinaciéon de neuronas nuevas inmaduras (neurona gris) que favorecen las asociaciones temporales
presentes, y neuronas maduras (negra) queramej@a codificacién del evento nuevo (eBn) con
asociaciones de experiencias pasadas (eB). Cdédigos del esquema igual q@udddo inferior

derecho: Representacion de la ventaja adaptativa queigpddner un animal activo, reduciendo el
tiempo de maduracion neuronal. La ventaja seria crear una “base de datos” de mayor informacién, que
cuente con mas neuronas nuevas “especializadasager precision para futuras asociaciones “eBeBn”
(comparar esquema ventral de cuadro inferior derecho de A). Basado en la hipétesis de Aimone et al.,
2009.

Asociando todas las evidencias, pabbnes de maduracion neuronal
heterogénea a lo largo Idegje longitudinal del hippampo podrian favorecer (1) las
asociaciones de diferente rango temporall@enisma cohorte de neuronas nuevas en
cada region, (2) las discriminaciones dedetimulos por la diversidad de poblaciones
coexistiendo en la misma GCL y (3) latdgracién de los eventos en escalas de

diferente resolucion temporal (Fig. 25A,aclio derecho). De ese modo, en conjunto
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con el procesamiento espacial,oeitput del hipocampo proporcionaria la resolucion
espacio-temporal necesaria a cada ®veguiando a una eficiente codificacion de
memorias episodicas. El hipocampo doalporcionaria suficide resolucion para
discriminar los detalles y el ventral enmarcaria los eventos detallados en contextos

espacio-temporal diferentes.

Ventaja funcional del hipocampo: Regulagdn de la tasa de maduracién neuronal

Si el tiempo de maduracién neuronal tiame impacto fuerte en el procesamiento
cognitivo del hipocampo, la actividad delismo deberia poder modularlo. Esto se
demostré en la presente tesis el giro dentado ventralpnde la actividad del circuito

aument6 especificamente por el ejercifisico y acelerd la tasa de maduracion

neuronal.

Un animal activo (en este caso reaiida ejercicio), real@ mas actividades
por intervalo de tiempo que un animal sedant Por lo tantsu hipocampo deberia
proporcionar mecanismos rapidos de uismacion, asociacion y evaluacion de
multiples eventos para futuras experiencitayor resolucion teporal podria ser uno
de ellos. Dicha resolumn podria lograrse aegando el tiempo de maduracién de las
neuronas granulares del giro dentado debtémpo adulto (Fig. 25B). A pesar de que,
en primera instancia, la pérdida de ungyonascala temporal de codificacion pareceria
desventajoso, la generacion y sobravide un mayor nimero de neuronas nuevas
impulsadas también por el ejercicio fisiban Praag et al., 1999a) compensarian y

mejorarian dicha pérdida.

Ventanas temporales cortas (madhidn rapida) no solo favorecerian la
mayor discriminacion entre diferentegventos sino también determinarian
“especializaciones neuronales” méas precidasbido a la influencia del ambiente en la
sobrevida de las neuronas nuevas (Tastiiral., 2006) la funéin de estas neuronas
seleccionadas estaria determinada porxfgemencia atravesada durante su etapa de
maduracion. Estos resultados fueron la loeska segunda hipotesis de Aimone y col.,
quienes proponen que la maduracion neurgreimite la espealizacion en la

codificacion de ambientes familiaretaago plazo (Aimone et al., 2009).
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Los resultados del modelo de Aome et al.,, (2009) mostraron que la
maduracion dependiente de actividad resultieyeneracion dgrupos especializados
de neuronas granulares maduras que podmajorar la codificacion de ambientes
relacionados en el futuro, costente con los estuss experimentales (discutidos en la
seccién previa). Por lo tanto las poblaciodesneuronas especididas representarian
dimensiones diferentes que el giro dentgmbalria utilizar parada codificacion de
memorias nuevas (Fig. 25B, ejemplo “eB&B De ese modo, las neuronas nuevas
representarian dimensionesadas segun la demanda del nusistema, para tener de
base de datos y mejorar la codificaciéon de futuros eventos (Aimone et al., 2009).
Desde este punto de vista, el acortanoieteg la maduracion neuronal podria ser muy
beneficioso en un animal activo, por favordeecreacion de una base de datos mayor y

mas precisa (Fig. 25B, cuadro).

Curiosamente, se ha propuesto que la representacion anatémica del tiempo en
el cerebro adulto de las aves deberiaadir con el tiempo de sobrevida de una
neurona que codifica cambios. Inclusoesgontrdo que la experiencia en las aves
regula las tasas de recamimeuronal en el complejo hipocampal rostro-caudal y el
caudale nidopallium. Por ejemplo, el recambeuronal de un particular grupo de aves
(Parus atricapillus)de Norteamérica aument6 duraeteperiodo en questa ave debe
cambiar su dieta de insectos y comenzar a almacenar semillas durante el otofio y todas
las claves espaciales de su ambiente se encuentran cambiando drasticamente. El
aumento de reemplazo neuronal podria ser una estrategia adaptativa que permitiria
actualizar la informacién que las aves néaesen su ecosistema cambiante (Barnea
and Nottebohm, 1994; Barnea and Notteboli®96; Barnea et al., 2006). En los
mamiferos, la sobrevida neuronal del hipopamadulto se determina durante el primer
mes de desarrollo y luego permanecen establagyo plazo (Dayest al., 2003; Zhao
et al., 2008). Por lo tanto, el acortam@ue la maduracion neuronal podria ser una
estrategia adaptativa diferente para maet la informacién actualizada cuando el
sistema esta mas activo. Incluso propmraria ventajas en la codificacion de

memorias a largo plazo.
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A pesar de que estas hipétesis seriaibfEss alin necesitan la comprobacion
del principal supuesto de quefectivamente las nemmas nuevas se activan
inespecificamente (en forma mas asociativa) durante un periodo de su maduracion
Varios estudios han intentado abordar ést@atica. Sin embargo el escaso nimero de
células granulares activas debido a la codificacién dispiisgiro dentado dificultan
la identificacion de estas ventanas de magimitabilidad. Sin embargo, resultados
preliminares de nuestro laboratorio (LAokyiat y AM Burgin) han demostrado que las

neuronas nuevas inmaduras segarefecto mas asociativas.
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ABREVIATURAS

BrdU, Bromodeoxiuridina

Cb, calbindin D-28k

DCX, doublecortin

dpi, dias post inyeccion

GCL, capa granular

IEG, gen de respuesta inmediata

LTP, potenciacion a largo plazo
MMLYV, Moloney murine leukemia virus
MWM, test de navegaciéon espacial de Morris
NPCs, células progenitoras neurales
SEM, error estandar

SGZ, zona subgranular

SVZ, zona subventricular lateral

Tamb, temperatura ambiente
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