CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO
NACIONAL

UNIDAD: ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFISICA Y
NEUROCIENCIAS

“Efecto del ejercicio a corto y a largo plazo en la
neurogénesis hipocampal”

TESIS

Que presenta

Q.F.B Fany leraldini Gutiérrez Jasso

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias

En la especialidad de

Neurobiologia Celular y Molecular

Directora de la Tesis: Dra. Maria del Carmen Vivar Estudillo

Ciudad de México Diciembre, 2017



“Mientras nuestro cerebro sea un arcano, el Universo, reflejo de su
estructura, sera también un misterio”

— Santiago Ramoén y Cajal



Agradecimientos

Al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional, por el apoyo para asistencia a
congresos que me permitié presentar mi proyecto en el LX Congreso
Nacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias Fisioldgicas, A.C., en
Monterrey, Nuevo Ledén, asi como el apoyo para la obtencién de
grado.

Al Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del
CINVESTAV.

Al CONACYT por la beca de posgrado 587986 otorgada.

A la Dra. Maria del Carmen Vivar Estudillo por el apoyo
otorgado para la realizacion de este proyecto de investigacién en su
laboratorio de Neurogénesis y Neuroplasticidad; por su tiempo,
dedicacion y ensefianzas académicas.

A la M. en C. Socorro Islas Mendoza por su orientacion
profesional durante mi estancia de investigacion en el laboratorio de
Neurogénesis y Neuroplasticidad.

A Armando Sandoval por el apoyo profesional.

A la UPEAL, por el apoyo con el protocolo de investigacion
relacionado con la ciencia de los animales de laboratorio. Asi mismo,
al MVZ. Rafael Leyva Mufioz y al MVZ. Benjamin Chavez Alvarez por
su apoyo profesional.

Al Dr. Jorge Aceves Ruiz y al Dr. José Segovia Vila por formar
parte de mi comité tutoral y por sus valiosas contribuciones para la
realizacion de esta tesis.



Agradecimientos a titulo personal

A Kat, por su constante e
incondicional apoyo, que
hace posible alcanzar mis

metas.

A Ingrid, por su apoyo
moral y por creer en mi.

Al Dr. Ismael, a la Dra.
Malu y a la Dra. Francis
por toda la confianza, el
carifio y sus valiosos
consejos que influyeron
en mi persona.

A mis amigos y
compaferos del
laboratorio: Gerardo,
Ernesto, Vero, Ana, Cris,
Belén, Victor, Shan,
Carmen, Vlad y Gaby, por
su apoyo académico y
animico sin el cual
hubiese sido mas dificil
concluir con este trabajo.



indice

ADTEVIATUIAS ... s 7
RESUMEBN.....iie e 8
ADSEIIAICT ... 9
L. INEFOTUCCION ...t e e e e 10
1.1 Envejecimiento poblacional...........cccccoooeiiiiiiiiiiii e 10
1.1.2 Patologias aunadas al envejecimiento .........ccccceeeevvvveiiiiiiiiieeeeeene, 11

1.2 Efecto del ejercicio para contrarrestar el deterioro cognitivo............ 13
1.3 Efecto del ejercicio en el hipocampo.........ccccccceveieiiiieeieicceee e, 14
1.4  Estructuray funcion del hipocampo ..........coovviiiiiiieiiiccciccee e 15
1.4.1  Neurogénesis hipocampal............ccuueeeeiieiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeieeeeeneee 17
1.4.2 Métodos para medir la NEUrOgENESIS ........ceevvevveeereeeriieirieeeeenne, 19
1.4.3 Fase de proliferaCion ...............uuueeeeeeeieeiieiiiiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeenee 22
1.4.4 Fase de diferenciacion y fase de migracion ..............ccccvevveeeee.. 22
1.45 Fase de SODreVIiVENCIA..........oeuveeeiieiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 23
1.4.6 Fase de MaduracCion...........cccccouiiiiiiiiiiiiieeaee e 23

1.5 Neurogénesis hipocampal Yy €JerciCio.........ccccceevvviiiiiiiiiiiieeeeee, 25
1.6  Neurogénesis hipocampal y envejeCcimientO...........cccceevvvvvniieeeeeeennn. 26
1.7 JUSHFICACION .o 28
P o 110 (=S LU 29
3. ODJetiVO QENETAI ......eviiiiiie et e e e e e eaaaaaa 29
7 SV = o To (] (oo | - 30
4.1 Animales y condiciones de habituacion ..............ccccvvvvvvciiiee e, 30
4.2 InyecCiON de BrdU.........ccooiiiiiiiiiie e e e 30

4.3 PRITUSION. . e e e 30



4.4 INMUNONISTOQUIMICA ... ..uueiiiiiiiiiiiii s 31
4.5 INMUNOFIUOIESCENCIA . ... 31

4.6 Analisis morfoldgico de células diferenciadas que expresan

[0 [0] o]1=TeT0) 1 11 = N TE TSR 32
4.7 ANALISIS ESTAdISTICO . oneeee e 32
B RESUIAAOS. ... e 33

5.1 Los ratones de la cepa C57BI/6 corren por periodos prolongados de

1011 0] oo TSP 33
5.2 El ejercicio evita el incremento del peso corporal. .........ccccoeeeeeiiieennnnn. 35

5.3 El ejercicio no modifica el volumen cerebral pero si la proporcion
cerebro — PeS0 COIPOTAl .....cooi i 37

5.4 La diferenciacion celular inducida por el ejercicio a largo plazo es

menor que el inducido por el ejercicio a corto plazo. ........ccccceevvvvceeeeeeeen.. 39

5.5.1 El ejercicio incrementa los niveles de neurogénesis, sin embargo,

estos niveles no se mantienen a través de periodos largos de ejercicio. 43

5.5.2 El efecto neurogénico del ejercicio es en la region dorsal, aunque
no en la misma magnitud entre periodos cortos y largos de ejercicio. ... 47

5.6 El ejercicio incrementa el porcentaje de células nuevas con fenotipo

(A [S10 o] F= 1 TR 49

5.7 El incremento de la neurogénesis es independiente de la distancia.... 50

T B 1Yo U ] o o I 52
A ©0 ] 1 [ =] o o S 59
8. Perspectivas @ fULUIO ..........oooiiiiiiiiiie e 60

9. BiblOgrafia........ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 61



Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

BDNF Factor neurotréfico derivado del
cerebro
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IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1
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SNC Sistema Nervioso Central

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

VEGF Factor de crecimiento endotelial
vascular

VMR Via migratoria rostral
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Resumen

La produccion de nuevas neuronas en el hipocampo adulto, el volumen
hipocampal, las habilidades cognitivas y el peso corporal son algunos de los
factores que se ven afectados por el envejecimiento. Estudios han mostrado
que el ejercicio puede ayudar a prevenir o revertir estos efectos.
Especificamente, se ha mostrado que el ejercicio incrementa la proliferacion,
diferenciacion y maduracion de las nuevas neuronas del hipocampo adulto,
mejora la memoria y el aprendizaje y retrasa el deterioro cognitivo asociado al
envejecimiento. La mayoria de los estudios se han enfocado a estudiar los
efectos que induce el ejercicio durante un periodo corto de tiempo (1 mes). Sin
embargo, aun no se conoce cual es el impacto del ejercicio en la neurogénesis
hipocampal cuando el sujeto se ha ejercitado la mayor parte de su vida adulta
(7meses). En este trabajo de investigacidon mostramos que el ejercicio, tanto a
corto como a largo plazo, tiene un impacto importante en el mantenimiento del
peso corporal y un efecto diferencial en la neurogénesis. Especificamente,
nosotros evaluamos la influencia del ejercicio en el peso corporal, el volumen
cerebral, la diferenciacion celular, mediante el marcador de migracion neuronal
doblecortina (DCX) y la maduracion celular mediante el marcador 5-bromo-2-
desoxiuridina (BrdU) y el antigeno nuclear neuronal (NeuN). Nuestros
resultados mostraron que si bien los ratones se mantienen corriendo de forma
voluntaria por periodos prolongados de tiempo, el incremento en los niveles de
diferenciacion y maduracion celular no es mantenido por periodos prolongados
de ejercicio (7 meses). Esto sugiere que los mecanismos que median la
plasticidad neuronal, incluida la neurogénesis y la conectividad sinaptica, son
modificados dependiendo del tiempo que el sujeto ha sido expuesto a
condiciones de ejercicio. Estos resultados ayudaran a entender como el
ejercicio ayuda a prevenir o revertir el deterioro cognitivo inducidos por el

envejecimiento.



Abstract

The production of new neurons in the adult hippocampus, the
hippocampal volume, cognitive abilities and body weight are some of the
factors that are affected by aging. Studies have shown that exercise may
either prevent or reverse these effects. Specifically, it has been shown that
exercise increases proliferation, differentiation and maturation of new
neurons in the adult hippocampus, improves memory and learning and
delays the cognitive decline associated with aging. Most of the studies
have focused on studying the exercise effects induced by a short period
of time (1 month). However, the impact of the exercise on neurogenesis
when the subject has exercised most of his adult life, is still unknown. Here
we show that exercise, either short or long term, has an important impact
on the maintenance of body weight and a differential effect on
neurogenesis. Specifically, we evaluated the influence of exercise on body
weight, brain volume, cell differentiation using the neuronal migration
marker doublecortin (DCX) and cell maturation using the 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU) marker and the neuronal nuclear antigen (NeuN).
Our results indicate that although the mice are kept running voluntarily for
long periods of time, the increase in cellular differentiation and maturation
levels is not maintained by long term exercise (7 months). This suggests
that the mechanisms that mediate neuronal plasticity, including
neurogenesis and synaptic connectivity, are modified differentially
depending on the time the subject has been exposed to exercise
conditions. This result will help to understand how exercise prevent or

reverse the cognitive decline induced by aging.



1. Introduccion

1.1 Envejecimiento poblacional

La poblacion mundial esta envejeciendo de manera acelerada, entre el
2015 y 2050, la proporcion de la poblacion mundial con méas de 60 afios de
edad pasara de 900 millones hasta 2,000 millones, lo que representa un

aumento del 12% al 22% (“OMS|Envejecimiento y ciclo de vida”).

El envejecimiento en México, es sin duda uno de los retos mas importantes
al que se enfrenta el pais. Se estima que la poblacion envejecida (65 afios o
mas) crecera de manera sostenida conforme avanzan los afios. Se preve que
para el afio 2030 la poblacion envejecida alcanzara el 12.5% vy llegara hasta
un 22.5% para el 2050, mientras que la poblacion joven presenta un fenémeno

contrario al representar un porcentaje cada vez menor conforme avanzan los

afos (Fig. 1).
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Figura 1. Distribucién porcentual de la poblacién por grupos de edad en México. Tomado de
“Diagnostico socio-demografico del envejecimiento en México” | Consejo Nacional de
Poblacion CONAPO.

1.1.2 Patologias aunadas al envejecimiento

Una de las caracteristicas que conlleva el envejecimiento de manera
normal es la aparicion de padecimientos cronicos, incurables y progresivos,
que van dentro de un sindrome que culmina en un deterioro funcional, mala
calidad de vida, demanda de atenciéon médica y necesidad de cuidados a largo
plazo (“Diagnéstico socio-demografico del envejecimiento en México" |
Consejo Nacional de Poblacion CONAPOQO). Aunado al envejecimiento, las
personas presentan un deterioro cognitivo (Craik, 1994). Las alteraciones
cognitivas ocurren de manera normal a lo largo de la vida (Erickson y Barnes,
2003). Se ha encontrado al menos tres patrones de cambio relacionados con
la edad en el comportamiento cognitivo: 1) disminuciones a lo largo de la vida,
2) disminuciones que ocurren de manera tardia en la vida y 3) estabilidad
relativa durante la vida (Salthouse y Ferrer-Caja, 2003). Estudios con
individuos de diferentes edades (20 afios a 80 afios), con un nivel de educacién
similar, han demostrado que a partir de los 30 afios hay una disminucion de
algunos de los procesos cognitivos como la orientacion espacial, la velocidad

perceptual, la memoria verbal y el razonamiento (Fig. 2) (Craik, 1994).
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Figura 2. Cambios cognitivos con respecto a la edad. Tomada de Hedden y Gabrieli, 2004.

Las funciones cognitivas basicas mas afectadas por la edad son la
atencion y la memoria. La percepcion también muestra disminuciones
significativas relacionadas con la edad, atribuibles principalmente a la
disminucién de las capacidades sensoriales. Las funciones cognitivas de alto
nivel, como el procesamiento del lenguaje y toma de decisiones, también
pueden verse afectadas por la edad (Glisky, 2007). Existen patologias que
afectan la cognicion relacionadas con el envejecimiento como la enfermedad
de Alzheimer y Parkinson. La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las
enfermedades mas alarmantes que conduce a la pérdida de la identidad
personal y a una dependencia de cuidadores personales. Ademas del
envejecimiento normal, el habito de fumar, padecer hipertension arterial,
hipercolesterolemia, diabetes, depresion y una inactividad fisica son factores
que contribuyen significativamente a un alto riesgo de padecer un deterioro
cognitivo que puede agravarse hasta llegar a demencia o a EA (Aging, 2012;
Cicconetti et al., 2004).

Desafortunadamente, los farmacos no han tenido éxito en la prevencion o
el tratamiento de la demencia, lo que conduce a la busqueda de otros

tratamientos no farmacoldégicos.
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1.2 Efecto del ejercicio para contrarrestar el deterioro cognitivo

Dentro de los factores de riesgo, la inactividad fisica es uno de los factores
que promueven el padecimiento de la EA. Hasta el 2010, cerca de 33,9
millones de personas a nivel mundial presentaban EA, de las cuales cerca del
13% de los casos son atribuidos a inactividad fisica. Una reduccion en un 10 -
25% de este factor podria prevenir la EA hasta en 3 millones de casos a nivel
mundial (Barnes y Yaffe, 2011).

La actividad fisica reduce el riesgo de padecer la EA (Larson et al., 2006)
y reduce el decremento cognitivo relacionado con la edad. Adicionalmente, se
ha observado que el ejercicio fisico tiene efectos positivos a nivel cognitivo y
emocional. Estudios en modelos murinos han demostrado que el ejercicio
mejora la memoria espacial (Fordyce y Farrar, 1991) y el patrén de separacion
(Creer et al., 2010), y en humanos, el ejercicio tiene efecto terapéutico y
preventivo en la depresion, la cual estd ligada a un declive cognitivo
(Strawbridge et al., 2002), tanto en jovenes (Nabkasorn et al., 2006) como en
adultos (Blumenthal et al., 1999; Singh et al., 2005). Estudios de neuroimagen
sugieren que la actividad fisica reduce el riesgo de un deterioro cognitivo
aumentando el tamafo de areas cerebrales involucradas con la formacion de
la memoria e incrementando la actividad funcional en el hipocampo (Erickson
et al., 2012). Adicionalmente, se ha sugerido que el ejercicio tiene un efecto
neuroprotector ante un dafo cerebral debido a accidentes cerebrovasculares
(Rabadi, 2007).

A nivel periférico, el ejercicio incrementa la secrecion de catepsina-B del
musculo esquelético, proteina que se ha sugerido podria ser mediadora del

incremento en la funcidén cognitiva (Moon et al., 2016).
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1.3 Efecto del ejercicio en el hipocampo

La gran mayoria de los cambios inducidos por el ejercicio se observan en
el hipocampo, area importante para el aprendizaje y la memoria. Estudios en
roedores muestran que el ejercicio voluntario mejora el rendimiento en tareas
de aprendizaje dependiente del hipocampo, como la memoria espacial
(Anderson et al.,, 2000; van Praag et al., 1999b) y el condicionamiento
contextual del miedo (Baruch et al., 2004), y facilita la potenciacion a largo
plazo (LTP) en las sinapsis de la via perforante al giro dentado (GD) (van Praag
et al., 1999a).

Adicionalmente, el ejercicio voluntario incrementa en el hipocampo los
niveles de algunos factores neurotroficos como el factor de crecimiento
fibroblastico de tipo 2 (FGF-2, por sus siglas en inglés) (Gomez-Pinilla et al.,
1997), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), proteina presente
en las células endoteliales que promueve la angiogénesis (Krum et al., 2002)
y el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Neeper et al., 1996). Ademas, el
ejercicio estimula la recaptura del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-
1) (Trejo et al., 2001) y de manera importante, el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), el cual es una proteina que juega un papel importante en
la plasticidad sinaptica, la memoria y el aprendizaje (Vaynman et al., 2004).

Mas aun, el ejercicio voluntario induce cambios morfologicos en el
hipocampo y corteza entorrinal (CE). Especificamente, el ejercicio incrementa
la longitud y complejidad dendritica, asi como la densidad de espinas
dendriticas de las células granulares del GD (Eadie et al., 2005; Redila y
Christie, 2006). El ejercicio (2 meses) no sélo modifica la morfologia de las
células del GD, sino también la morfologia de las células piramidales del area
CA1 del hipocampo y de las neuronas piramidales de la capa lll de la CE
(Stranahan et al., 2007). Aunado a los cambios morfolégicos, el ejercicio
incrementa de forma selectiva la densidad de los vasos sanguineos en el GD

y el estriado (Clark et al., 2009). Estudios de Imagen por Resonancia
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Magnética (MRI por sus siglas en inglés) en humanos, han demostrado que el
ejercicio voluntario por un periodo de 6 semanas incrementa el volumen
sanguineo cerebral (VSC) de manera selectiva en el GD (con un pico en la
semana 4), lo cual correlaciona con un incremento en la neurogénesis del GD
(Pereira et al., 2007).

El ejercicio incrementa en el GD, el estriado y en la corteza frontal medial
la expresiéon de c-fos, un gen temprano expresado en respuesta a una
estimulacién neuronal que refleja la actividad neuronal (Rhodes et al., 2003).
En conjunto, todas estas investigaciones sugieren que los cambios inducidos
por el ejercicio en el hipocampo podrian mediar la mejora en el aprendizaje y

la memoria.

1.4 Estructura y funcion del hipocampo

El hipocampo es una estructura del I6bulo temporal medial que participa de
manera critica en la memoria episodica y la navegacion espacial (Scoville y
Milner, 1957). La formacién hipocampal es un conjunto de estructuras
conformada por el subiculo, el cuerno de ammon (cornu ammonis), el cual esta
dividido en tres areas, de CA1 a CA3y el giro dentado (Amaral, 1993; Lorente
de N6, 1934). Su forma larga y curva esta presente en todas las 6rdenes de
mamiferos y se extiende a lo largo de un eje dorsal (septal) a ventral (temporal)
en roedores, que corresponde a un eje de posterior a anterior en humanos
(Strange et al., 2014) (Fig. 3).
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Figura 3. Comparacion entre mamiferos de la anatomia hipocampal. (A) llustraciones
esquematizadas del hipocampo en cerebro de rata y humano. Hipocampo (rojo) y corteza
entorrinal (azul). (B) El eje longitudinal es descrito como dorsoventral en roedores y como
anteroposterior en humanos. A: anterior, C: caudal, D: dorsal, L: lateral, M: medial, P: posterior,

R: rostral, V: ventral. Editada de Strange et al., 2014.

El giro dentado esta constituido por tres capas: la molecular, ocupada
principalmente por las fibras de la via perforante que se originan en la corteza
entorrinal, la capa de células granulares, compuesta de células densamente
empaquetadas con un grosor que va de 4 a 8 neuronas 6 60 um. Esta capa
ademas, encierra una region celular denominada capa celular polimorfica o
hilus, en la cual predominan los axones de las células granulares,

denominados fibras musgosas; ésta constituye la Gltima capa del giro dentado.

El hipocampo se divide en tres areas: CA3, CA2 y CAL. En estas areas, la
principal capa celular es la de células piramidales. Debajo de la capa de células
piramidales se encuentra el stratum oriens y superficial a la capa de células
piramidales se encuentran el stratum lucidum, stratum radiatum y stratum
lacunosum-moleculare. Las areas CA2 y CA1 tienen las mismas capas que
CA3 excepto por el stratum lucidum (Amaral et al., 2007).

16



1.4.1 Neurogénesis hipocampal

Dentro del hipocampo, el area que sufre mayores modificaciones por el
ejercicio es el giro dentado. El giro dentado es una de las dos estructuras
cerebrales que produce nuevas neuronas durante toda la vida. Este proceso
es denominado “Neurogénesis del cerebro adulto”. En este proceso, las
nuevas neuronas se generan a partir de células progenitoras neurales
(SNPCs), las cuales estan localizadas en la zona subgranular (ZSG) del GD
(Ming and Song, 2011). Estas nuevas neuronas son funcionales y se integran
a la red neuronal hipocampal ya establecida, a través de un proceso de
maduracion que toma aproximadamente un mes, en el cual la célula alcanza
la morfologia de una célula granular, aunque su maduracion completa puede
llevar varios meses (Vivar y van Praag, 2013; Zhao et al., 2006). Las células
granulares recién nacidas reciben aferentes de interneuronas, células
musgosas, células colinérgicas septales y principalmente de células de la
corteza entorrinal lateral para su integracion en el giro dentado (Fig. 4) (Vivar
et al., 2012).
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Figura 4. Neurogénesis del cerebro adulto en el giro dentado del hipocampo. (1) Activacion
de la célula quiescente radial en la zona subgranular (SGZ); (2) Proliferacién de progenitores
intermediarios; (3) Generacion de neuroblastos; (4) Intregracion de las neuronas inmaduras;

y (5) Maduracion de la nueva neurona en la capa de células granulares (GCL). DG: Giro
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dentado; ML: Capa molecular; CGL: Capa de células granulares; SGZ: Zona subgranular.

Tomada de Ming y Song, 2011.

1.4.2 Métodos para medir la neurogénesis

Conforme avanzan los afios, el campo de la neurogénesis adulta ha sido
estudiado con diversos enfoques tecnolégicos para poder distinguir a la
nuevas neuronas de miles de millones existentes en el cerebro. Esto ha
permitido rastrear el nacimiento de las nuevas neuronas, con lo cual se ha
podido determinar su proceso de maduracion y las modificaciones que este
tiene ante diferentes estimulos intrinsecos (hormonas, péptidos, factores de
crecimiento) y extrinsecos (ejercicio, ambiente enriquecido, estrés). Para ello

se han utilizado principalmente tres métodos.

Andlisis basado en la incorporacion de andlogos de nucleédtidos durante la

division celular.

Dos diferentes anélogos pueden ser utilizados para medir la longitud del
ciclo celular. Durante la fase S (sintesis) de la replicacion de ADN (acido
desoxirribonucleico), nucledtidos exégenos como la Timidina-[H3] o el BrdU (5-
bromo-2-desoxiuridina) y sus derivados como el IdU (5-yodo-2'-desoxiuridina)
y el CldU (5-cloro-2'-desoxiuridina) son incorporados dentro del nuevo ADN
sintetizado y de esta manera pasa a la nueva progenie celular. El BrdU puede
ser detectado por inmunohistoquimica, usando un anticuerpo monoclonal
dirigido contra una cadena simple de ADN que contiene BrdU (Gratzner, 1982)
(Fig. 5A). El BrdU tiene la capacidad de cruzar la barrera hemato-encefalica,
por ello, puede ser entregado por inyeccion via intravenosa (i.v), intraperitoneal

(i.p), intracerebroventricular (i.c.v) u oralmente.
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Andlisis basado en marcaje genético con retrovirus.

Los analogos mencionados anteriormente, BrdU y timidina-[H3] son
utilizados para marcar células en division, pero estos métodos requieren
procesamiento del tejido y Unicamente marcan el soma. En roedores, el
marcaje retroviral y el uso de modelos animales transgénicos proveen
estrategias alternativas y complementarias para el estudio de la neurogénesis
(Yamaguchi et al., 2000). Después de la infeccion, el genoma retroviral es
integrado en el ADN cromosomal permitiendo que el genoma retroviral pase a
toda la progenie celular a medida que pasa por su proceso de maduracion. El
uso de retrovirus que carecen de mecanismos de importacién nuclear, como
lo es el virus de la leucemia murina de Muloney hace que la integracion viral
s6lo ocurra cuando se rompe la membrana nuclear durante la mitosis, lo que
lo hace un buen indicador de la division celular (Lewis y Emerman, 1994). La
expresion de un reportero como la proteina verde fluorescente (GFP, por sus
siglas en inglés) permite la visualizacion directa y el andlisis de las neuronas
recién nacidas por microscopia fluorescente (van Praag et al.,, 2002). Este
meétodo requiere de un procedimiento quirdrgico invasivo llamado cirugia
estereotaxica para poder administrar el virus dentro de regiones especificas
del cerebro. Gracias a este método se ha podido identificar distintos estadios
morfolégicos de las nuevas neuronas en el GD del cerebro adulto de ratén,

siguiendo el crecimiento dendritico y axonal (Zhao et al., 2006) (Fig. 5B).

Andlisis basado en la expresion de marcadores especificos.

Durante el proceso de maduracién, las nuevas neuronas generadas a
partir de células progenitoras migran hacia la capa de células granulares, se
diferencian, expanden sus axones y expresan marcadores neuronales
especificos (Cameron et al., 1993; Kempermann et al., 2004). En cada una de
estas etapas, las nuevas neuronas pueden ser identificadas por la presencia

de marcadores del ciclo celular de neuronas inmaduras (Ej. Doblecortina,
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DCX) y la ausencia o presencia de marcadores de neuronas maduras (Ej,

Proteina nuclear neuro-especifica, NeuN).

Adicional a estas metodologias, se han disefiado ratones transgénicos
que expresan proteinas reporteras bajo promotores especificos. Por ejemplo,
para estudiar las células progenitoras neurales se utilizan animales

transgénicos que expresan nestina-GFP (Mignone et al., 2004) (Fig. 5C).

a a Basado en la incorporacion b Basado en marcado f ¢ Basado en la expresién
de nucledtidos analogos N genético por retrovirus de marcadores especificos

Figura 5. Métodos para el analisis de la neurogénesis adulta in vivo. A) Andlisis basado en la
incorporacion de analogos de timidina durante la fase S de replicacion del ADN del ciclo
celular. La imagen muestra un analisis imnunohistoquimico de una tincion de BrdU con DAB
(Diaminobencidina). B) Andlisis basado en marcadores retrovirales. La imagen muestra la
expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en células nuevas dos semanas después
de la inyeccion del retrovirus por cirugia estereotaxica dentro de la region del hilus del
hipocampo de un raton adulto. C) Andlisis basado en la expresién de marcadores especificos.
Utilizando ratones transgénicos se pueden expresar proteinas reporteras bajo promotores
especificos. La imagen muestra la expresion de un marcador de neuronas inmaduras (DCX)
y neuronas maduras (NeuN) en el giro dentado del ratén adulto. Editada de Ming y Song, 2005.
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Todas estas metodologias combinadas con técnicas de microscopia
electronicay electrofisiologia han permitido identificar la secuencia del proceso
de maduracion de las nuevas neuronas del hipocampo.

La neurogénesis hipocampal adulta se da a través de varios procesos que

pueden ser divididos en cinco estadios diferentes:

1.4.3 Fase de proliferacion

Las células progenitoras neurales quiescentes (NSPCs), localizadas en el
nicho neurogénico del GD, expresan la proteina acidica fibrilar glial (GFAP,
por sus siglas en inglés) y nestina (Filippov et al., 2003) (Fig. 7). Estos
precursores comparten caracteristicas con las células embridnicas de la glia
radial, las cuales actuan como progenitores neurales durante el desarrollo
embrionario y como guia de la migracién neuronal (Hartfuss et al., 2001; Levitt
y Rakic, 1980). Cuando la poblacion quiescente de NSPCs es activada,
generan a través de una division asimétrica la poblacion de progenitores
neurales de amplificacion, las cuales proliferan en la ZSG a través de una serie
de rondas de division simétrica (las células en esta fase son nestina-positiva
pero GFAP-negativas y altamente proliferativas) y dan lugar a los neuroblastos
de tipo 1 (Encinas et al., 2006).

1.4.4 Fase de diferenciacion y fase de migracion

En fase de diferenciacion los progenitores neurales de amplificacion se
diferencian en neuroblastos dentro de la ZSG. Estos pueden ser
subclasificados en Tipo 1y Tipo 2 por la co-expresion del marcador neuronal
temprano DCX. Las células que se encuentran en los ultimos puntos de la
etapa de diferenciacion dejan de expresar nestina de manera transitoria y

comienzan a expresar DCX, asi como la molécula de adhesion celular neural
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en su forma embriénica polisialilada (PSA-NCAM) (Kronenberg et al., 2003).
Entre los mecanismos moleculares implicados en la migracién tangencial el
PSA-NCAM parece ser crucial (Fig. 7).

1.4.5 Fase de sobrevivencia

En esta fase las neuronas inmaduras envian sus dendritas hacia la capa
molecular del GD y extienden sus proyecciones axonales hacia la capa de
células piramidales de CA3. Estas neuronas inmaduras todavia expresan DCX
y PSA-NCAM (Kempermann et al., 2004) y comienzan a ser neuronas post-
mitéticas que transitoriamente expresan la proteina calretinina de union a
calcio y el marcador neuronal NeuN (Brandt et al., 2003). Una fraccion
sustancial de las nuevas neuronas muere antes de la fase de maduracion
(Biebl et al., 2000; Kempermann et al., 2003) y las que sobreviven lo hacen de
una manera dependiente de actividad a través de la activacion de receptores
glutamatérgicos NMDA (Tashiro et al., 2006).

1.4.6 Fase de maduracion

Durante esta fase, las nuevas células granulares establecen contactos
sinapticos para recibir aferencias desde la corteza entorrinal y para enviar sus
eferencias hacia CA3 y el hilus, desarrollan extensas ramificaciones y envian
largos axones que forman las fibras musgosas (Encinas et al., 2006). Después
de 2 semanas aproximadamente, de que se han convertido en post-mitéticas
la calretinina es regulada hacia abajo, mientras que la calbindina es regulada
hacia arriba (Brandt et al., 2003; Kempermann et al., 2004) y comienzan a ser
neuronas funcionalmente integradas en el hipocampo que expresan el

marcador NeuN (van Praag et al., 2002) (Fig. 6).
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POST-MITOTIC

QUIESCENT AMPLIFYING NEUROBLASTS MNEUROBLASTS IMMATURE GRANULE
NEURAL NEURAL Type 1 Type 2 NEURONS CELLS
PROGENITORS PROGENITORS
nestin-CFP* nestin-CFpP* nestin-CFP~ nestin-CFP~ nestin-CFP~ nestin-CFP—
nestin* nestin*/= nestin~ nestin™ nestin~ nestin™
GFAP* GFAP™ GFAP~ GFAP~ GFAP~ GFAP~
vimentin* vimentin™ vimentin~ vimentin~ vimentin™ vimentin~
sox2* sox2* Sox2~ Sox2~ Sox2- Sox2~
BFABP* BFABPY BFABP— BFABFP™ BFABP™ BFABP-
Dex* Dex* Dex* Dex—
PSA-NCAM™* PSA-NCAM* PSA-NCAM™* PSA-NCAM™
pill-tubulin® pill-tubulin® pill-tubulin® pill-tubulin®
Prox-1% Prox-1* Prox-1* Prox-1%
NeuN* NeuN* NeuN™
calbindin

Figura 6. Cascada de diferenciacién neuronal durante la neurogénesis adulta en el giro

dentado y patrones de expresion de marcadores especificos. Tomada de Encinas et al., 2006.

Cada paso del proceso neurogénico es dependiente del microambiente,
conocido como nicho neurogénico y de mecanismos intrinsecos que aseguran
los niveles apropiados de proliferacion de las células transitoriamente
amplificadas, la diferenciacion, la migracion y la integracién de las nuevas
la ZSG estan
oligodendrocitos y otros tipos de neuronas. Los astrocitos promueven la

neuronas. En el microambiente de los astrocitos,
diferenciacién neuronal de las NSPCs (Song et al., 2002). Entre los
reguladores transcripcionales de la neurogénesis en el GD se encuentran
Sox2, Pax6, NeuroD1, Ascll, Sp8, Proxl y Gsx2. Uno de los mecanismos

epigenéticos que controlan los niveles de neurogénesis es el reconocimiento
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de modificaciones de histonas por MBD1. Ademas de estos reguladores
intrinsecos, diversos morfégenos, neurotransmisores, factores de crecimiento
y citocinas estan implicados en la diferenciacion neuronal, los cuales incluyen
al acido y-aminobutirico (GABA), glutamato, BDNF, el factor de crecimiento
epidermal (EGF), FGF-2, Wingless (Wnt), sonic hedgehog (Shh), proteinas
morfogénicas el hueso (BMP), interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), entre otros (Zhao et al., 2008).

Immature \ o A
RGLs neuron | P K/
Typel cell Intermediate progenitors \ N (¢
’ A Q Y J \;‘H )’/
r L Type3 cell \Ir Granule )
Type2a cell Type2b cell Al cell ‘:’./ v
V)
I?;rffl-.u
Granule I |
cell layer = o o)
X | ., =5 S \‘_,’/’
A = " L8
Subgranular —— S~ —
Zone U U 7
Quiescence Proliferation Differentiation Migration Maturation

Canaonizal Wnt, NT-3 Wnt/PCP Noteh,

BDNF, Reelin, GABA

Glutamate, NRG2,
MNeuronal activity

BMP, Notch, GABA Canonical Wnt,
IGF, Shh, FGF-2,

EGF, Dopamine

Signals

Transcription Hes5, FoxO, REST Sox2, Tix Tbr2, Ascl1/Mash1, MNeuroD1,Prox1, CREB
factors MNeuroD1, Prox1 CRER, AP-17

Epigenetic Gadd45h, Fmrp, Mbd1 Gadd45b, MeCP2 MeCP2, HDAC2
regulation LSD1

Figura 7. Mecanismos moleculares que regulan la neurogénesis hipocampal adulta en el giro

dentado. Tomada de Gongalves et al., 2016.

1.5 Neurogénesis hipocampal y ejercicio

En 1999, van Praag y colaboradores demostraron por primera vez que el
ejercicio voluntario incrementa la proliferacion, sobrevivencia y maduracion de
las nuevas neuronas en el GD y mejora la plasticidad sinaptica que resulta en
un mejor rendimiento en las tareas dependientes del hipocampo en el ratén

adulto (van Praag et al., 1999a, b). Estudios posteriores han demostrado que
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el ejercicio reduce la disminucién de la neurogénesis ocasionada por la edad,
lo cual correlaciona con la disminucion del declive cognitivo (Kobilo et al., 2011;
Kronenberg et al., 2006; Marlatt et al., 2012; van Praag et al., 2005).

Adicionalmente, el ejercicio revierte la disminucion en la neurogénesis
ocasionada por la EA (Rodriguez et al., 2011). Interesantemente, se ha
observado que el efecto neurogénico del ejercicio no es homogéneo, ya que
la neurogénesis solo se incrementa (hasta 3 veces del nivel de los animales
control) en la parte dorsal del giro dentado, no asi en la parte ventral (Vivar et
al., 2016).

A nivel morfolégico, el ejercicio modifica la morfologia de las nuevas
neuronas. Especificamente, el ejercicio modifica la longitud dendritica, el
namero de puntos de ramificacion y la densidad de espinas, este efecto es
independiente de la edad ya que estos cambios son observados tanto en
ratones adultos jovenes como envejecidos (van Praag et al.,, 2005). Sin
embargo, se ha demostrado que los ratones envejecidos necesitan de un
periodo de hasta 6 meses de ejercicio para observar cambios en la
neurogénesis (Marlatt et al., 2012). Este incremento en la densidad dendritica
podria ser el resultado de las modificaciones que el ejercicio induce al circuito
neuronal de las nuevas neuronas. De hecho, recientemente se demostré que
el ejercicio modifica las conexiones de las entradas sinapticas sobre las
nuevas neuronas. Especificamente, el ejercicio incrementa la entrada
sinaptica de la corteza entorrinal, principalmente de la corteza entorrinal
caudomedial y lateral, asi como del septum y del nicleo mamilar (Vivar et al.,
2016).

1.6 Neurogénesis hipocampal y envejecimiento

Interesantemente, de todos los factores fisioldogicos que inducen
modificaciones en la neurogénesis, el envejecimiento es uno de los que mayor

impacto presenta, ya que es considerado un factor negativo de la

26



neurogénesis  hipocampal. Este se caracteriza por presentar
neurodegeneracion, la cual repercute en una pérdida neuronal que conlleva a
una degradacion en los circuitos y sinapsis neuronal, la cual podria estar
relacionado con un declive cognitivo. Ademas, durante el envejecimiento
existe un decline progresivo de la expresion de diversos factores que
promueven la proliferacion celular durante la neurogénesis, entre los que se
encuentran factores neurotroéficos, factores de crecimiento, como el IFG-1 y
cambios en la liberacion de neurotransmisores (Cameron et al., 1998; Shetty
et al., 2005). Se ha demostrado que el humano y otros mamiferos tienen la
capacidad de seguir generando nuevas neuronas a lo largo de la vida, y de
hecho, se ha propuesto que este proceso de neurogénesis adulta podria ser
un mecanismo que contribuye a mantener la reserva neural mediante
mecanismos de plasticidad que permiten la compensacion en situaciones de
pérdida funcional como el envejecimiento normal (Klempin y Kempermann,
2007).

Se ha demostrado que la neurogénesis en ratones envejecidos (18 meses),
medida a través del marcaje con BrdU, disminuye ~40% con respecto a
ratones adultos (6 meses) y un ~76% con respecto a ratones adultos jévenes
(3 meses)(Kempermann et al., 1998). Esta disminucién en la neurogénesis
ocasionada por la edad es atribuida a un decremento en la actividad
proliferativa de las células progenitoras neurales y una disminucion en el
namero de células progenitoras (Encinas et al., 2011; Kuhn et al., 1996). Este
mismo efecto se observa tanto en diferentes cepas de roedores como en
diferentes especies (Amrein et al., 2011). El mecanismo por el que las células
progenitoras pierden su capacidad proliferativa durante el envejecimiento aun

no esta bien descrito.
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1.7 Justificacién

El ejercicio mejora la memoria y el aprendizaje y retrasa el deterioro
cognitivo asociado al envejecimiento. Correr durante 3 dias hasta 2 meses
(corto plazo) incrementa la proliferacién, la diferenciacién y la neurogénesis en
el hipocampo adulto. En la gran mayoria de los estudios, el efecto del ejercicio
en la neurogénesis se ha estudiado realizando la inyeccion de BrdU al inicio
del periodo del ejercicio y se evaltan las diferentes etapas de la neurogénesis
7, 15, 30 dias o meses después. Sin embargo, aun no se conoce cual es el
impacto del ejercicio en la neurogénesis después de un periodo de ejercicio a
largo plazo (ej. 7 meses después), cuando el sujeto se ha ejercitado la mayor
parte de su vida adulta. Nosotros nos preguntamos si los niveles de
neurogénesis se mantienen iguales a los observados con el ejercicio a corto
plazo, o habrd a un mecanismo de homeostasis en donde ya no es necesario
un incremento de nuevas neuronas, sino que mas bien, se estan llevando a
cabo modificaciones a nivel de morfologia, como lo es un incremento en la
densidad sinaptica o la complejidad dendritica 0 en la conectividad de los
circuitos neuronales. Estos estudios nos ayudaran a dilucidar las
modificaciones y los mecanismos por los que el ejercicio induce su efecto

benéfico en el cerebro.
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2. Hipotesis

El ejercicio a largo plazo (7 meses) no mantiene un incremento sostenido

de la neurogénesis hipocampal.

3. Objetivo general

Determinar los niveles de neurogénesis inducidos por el ejercicio a corto y

a largo plazo.

3.1 Objetivos particulares

1. Determinar si ratones de la cepa C57BIl/6 corren voluntariamente

durante periodos prologados de tiempo.

2. Determinar los cambios en el peso corporal inducidos por el ejercicio

a corto y largo plazo.
3. Determinar si el ejercicio induce modificaciones en la masa cerebral.

4. Determinar los niveles de diferenciacion celular inducidos por el

ejercicio a corto y a largo plazo a través del eje dorso-ventral.

5. Determinar los niveles de neurogénesis inducidos por el ejercicio a

corto y a largo plazo a través del eje dorso-ventral.
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4. Metodologia

4.1 Animales y condiciones de habituacion

Ratones macho C57BI6 de 4-6 semanas de edad (n = 28) fueron
divididos al azar en grupo control y de ejercicio. Los animales control fueron
colocados individualmente en cajas estandar, mientras que los ratones del
grupo de ejercicio fueron colocados en cajas estandar modificada con una
rueda adaptada para correr (diametro = 12 cm). La distancia recorrida fue
registrada con un odometro (SD-548B). Los animales tuvieron acceso a
alimento y agua ad libitum, con un periodo de luz/oscuridad de 12 horas. El
manejo de los animales se realiz6 de acuerdo a los protocolos de la UPEAL-

Cinvestav.

4.2 Inyeccion de BrdU

Los ratones del grupo a corto plazo (CP, CON, n=7; RUN, n=7) fueron
inyectados intraperitonealmente (i.p) durante 5 dias con BrdU
(Bromodeoxiuridina, 50mg/kg), disuelto en solucion salina (NaCl) al 0.9%
estéril y filtrado, 3 dias después de haber sido colocados en sus respectivas
condiciones experimentales; y los ratones del grupo a largo plazo (LP, CON, n
= 8, RUN, n = 6) fueron inyectados i.p (con BrdU durante 5 dias) 6 meses

después de haber sido colocados en sus respectivas condiciones.

4.3 Perfusion

Un mes después de la ultima inyeccion de BrdU, todos los ratones de
ambos grupos experimentales (ejercicio a corto y a largo plazo) fueron
anestesiados con Isoflorano y perfundidos transcardialmente con solucion de
NaCl al 0.9% filtrada, y con paraformaldehido (PFA) al 4%. Se realiz6 la
extraccion del cerebro, el cual fue post-fijado con PFA al 4% durante 24 horas

para su posterior criopreservacion en una solucion de sacarosa al 30% y
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finalmente se obtuvieron rebanadas de 40um de grosor con el microtomo Leica
SM2010 R.

4.4 Inmunohistoquimica

Para determinar la tasa de neurogénesis que se genera después de un
periodo corto o largo de ejercicio se realiz6 inmunohistoquimica para BrdU
(anti-BrdU policlonal de rata, 1:100, Accurate Chemical). Para determinar la
diferenciacion neuronal se utilizé doblecortina (DCX, anti-DCX policlonal de
cabra, 1:200), un marcador de neuroblastos tipo 1 y 2, los cuales fueron
diferenciados por morfologia. Todas las inmunohistoquimicas se llevaron a
cabo en cortes horizontales (1:6, 240 um de distancia entre cada corte) con el
meétodo de peroxidasa, sistema ABC (Complejo Avidina Biotina peroxidasa)
utilizando como anticuerpo secundario burro anti-rata biotilinado (1:250) para
BrdU y burro anti-cabra biotilinado (1:250) para DCX. Se utilizd
diaminoabencidina (DAB) como cromogéno. Posteriormente, se adquirieron
fotografias de los cortes horizontales en el microscopio 6ptico (Nikon Diaphot
300) a una amplificacién de 4x. Después de la reconstrucciéon de la rebanada
usando CorelDraw, las imagenes recosntruidas fueron emparejadas con el
atlas de cerebro de raton (Paxinos y Franklin, 2007) para determinar el nivel
dorso-ventral de la rebanada. Finalmente, se adquirieron fotomicrografias del
GD a una amplificacion 10x las cuales fueron analizadas con el programa

ImageJ para el conteo célular.

4.5 Inmunofluorescencia

Para determinar la tasa de maduracion se utilizd6 un doble marcaje con
BrdU-NeuN, un marcador de células maduras. En todos los casos se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos derivados de burro (anti-
BrdU policlonal de rata, 1:100, Accurate Chemical y anti-NeuN). Finalmente,
se montaron las rebanadas y se protegieron de la luz para posteriormente
adquirir imagenes en el microscopio confocal (Leica TCS SP8, acoplado a

microscopio invertido Leica DMI6000 B).
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4.6 Analisis morfologico de células diferenciadas que expresan

doblecortina

Para diferenciar los neuroblastos tipo 1, tipo 2 y neuronas inmaduras,
se evaluo la orientacion axodnica de aquéllas células marcadas con DCX y se

realizé el conteo celular con el programa Image J.

4.7 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism 6 y fueron
representados como media + EEM (error estandar de la media). Se utilizé una
prueba de ANOVA de dos vias seguido de un analisis post-test Bonferroni para
comparaciones entre grupos (edad x ejercicio). Valores de p < 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1 Los ratones de la cepa C57Bl/6 corren por periodos

prolongados de tiempo.

Para determinar si los ratones de la cepa C57BI/6 se mantenian
corriendo voluntariamente durante periodos largos de tiempo se midié la
distancia diaria corrida desde el comienzo de cada uno de los protocolos
(ejercicio a corto plazo: 1 mes y ejercicio a largo plazo: 7 meses) hasta el final

de los mismos.

El analisis de los datos mostré que los ratones corren en promedio
14.247 = 0.67 km/dia durante el primer mes. El andlisis de la distancia
promedio por semana durante el primer mes de ejercicio mostré que durante
las dos primeras semanas de ejercicio hay un incremento paulatino en la
distancia corrida (1er semana: 72.613 £ 8.26 km; 2da semana: 109.636 + 8.75
km). A partir de la tercera semana, se alcanza una meseta en la distancia
semanal corrida (3er semana: 111.529 + 5.84 km; Fig. 9). La distancia total

que los ratones corrieron durante el primer mes fue de 521.8 + 31 km.
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Figura 9. Distancia promedio semanal durante el 1er mes. Grafica que muestra la distancia
promedio semanal que los ratones corren durante el ler mes de ejercicio. Durante las dos
primeras semanas de ejercicio hay un incremento paulatino en la distancia corrida, a partir de

la tercera semana, se alcanza una meseta en la distancia semanal corrida.

Los ratones del grupo de ejercicio a largo plazo se mantuvieron
corriendo de forma voluntaria durante los 7 meses de duracion del protocolo
de experimentacion. El analisis de la distancia promedio semanal mostré que
hay una disminucion paulatina de la distancia corrida (Figura 10). Sin embargo,
los ratones corrieron un promedio de 6.637 + 0.22 km/dia durante el dltimo
mes, alcanzando una distancia promedio total de 196.111 + 2.56 km en el
altimo mes. Durante los 7 meses que dur6 el protocolo de experimentacion,
los ratones corrieron una distancia total de 1888.64 + 125.80 km, lo que indica
que los ratones pueden correr de forma voluntaria durante periodos

prolongados de tiempo.
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Figura 10. Distancia promedio semanal durante 7 meses. Grafica que muestra la distancia
promedio semanal que los ratones corren durante 7 meses de ejercicio. Hay una disminucion
paulatina de la distancia corrida conforme avanza el tiempo. Sin embargo, los ratones

permanecen corriendo durante periodos prolongados.
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5.2 El ejercicio evita el incremento del peso corporal.

Para determinar si el ejercicio tanto a corto plazo (CP) como a largo
plazo (LP) influye en el peso corporal se midio el peso corporal de ratones
control (CON) y en condicién de ejercicio (RUN) al inicio y al final de cada uno
de los protocolos de experimentacion (CP y LP). El peso corporal inicial fue
similar en todos los grupos (CP CON = 20.743 + 1.34 g, n =7; CP RUN =
23.456 £0.73g,n=7; LP CON =20.834 £ 0.377 g, n =8; LP RUN = 20.292 +
0.83 g, n =6; F1,24) = 3.48; p > 0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. El peso corporal inicial de los ratones es similar en todos los grupos. Grafica
que muestra el peso inicial promedio de los grupos a corto (CP) y a largo plazo (LP) en
condicién control (CON) y de ejercicio (RUN). El peso corporal inicial es similar en todos los

grupos (p>0.05).

Para determinar el efecto del ejercicio a corto y a largo plazo en el peso

corporal se analizo la ganancia en peso, la cual es la diferencia entre el peso
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final y el peso inicial. Los datos mostraron que la ganancia en peso es mayor
en los ratones control sedentarios en comparacion con aquéllos que realizaron
ejercicio, tanto a CP como a LP (CP CON =4.533 +0.98 g vs CP RUN = 0.976
+ 0.30 g; LP CON = 20.720 + 2.67 g vs LP RUN = 10.770 £ 2.01 g; F,24) =
13.39, p = 0.0012). Ademas, los datos mostraron que la ganancia en peso es
mayor en los ratones controles y corredores del grupo de LP en comparacion
con el grupo de CP (F(.24) = 49.53, p < 0.0001; Fig. 12).
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Figura 12. El ejercicio previene la ganancia de peso corporal. (A) Fotografias
representativas de los ratones en condiciones de control (CON) y de ejercicio (RUN) del grupo
de ejercicio a corto (CP) y a largo plazo (LP). (B) Grafica que muestra la ganancia en peso
promedio de cada grupo. Los ratones sedentarios tienen una mayor ganancia en el peso

corporal a comparacién de los ratones que realizaron ejercicio.
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5.3 El ejercicio no modifica el volumen cerebral pero si la

proporcion cerebro - peso corporal.

Para determinar si el ejercicio a corto y a largo plazo inducen
modificaciones en el tamafio y peso cerebral, se determind el largo, ancho del
cerebro y el peso cerebral en todos los grupos experimentales (Fig. 13 A). El
analisis mostro que el ejercicio no influye en el tamafio del cerebro (largo: CP
CON =1.754 £ 0.03 mm vs CP RUN = 1.780 + 0.02 mm; LP CON = 1.638 +
0.06 mm vs LP RUN = 1.640 + 0.05 mm; Fqa,24) = 0.09; p > 0.05. Fig. 13 C;
ancho: CP CON =1.249 £ 0.01 mm vs CP RUN =1.247 £ 0.02 mm; LP CON
= 1.277 £ 0.05 mm vs LP RUN = 1.189 + 0.03 mm; F,24) = 1.84; p > 0.05;
Fig.13 D). Adicionalmente, el analisis mostré que tanto controles como
corredores del grupo de LP tienen un menor largo cerebral en comparacion
con los del grupo de CP (F,24) = 8.1, p = 0.0089; Fig. 13 C). Las diferencias
en el periodo de experimentacion (CP o LP), podria estar estrechamente
relacionado con la edad del sujeto de experimentacion al terminar el periodo
de experimentacion (CP 1 mes y LP 6 meses). El ejercicio no modifico el peso
cerebral en los grupos CP y LP (CP CON =0.590 + 0.07 g vs CP RUN =0.497
+0.05g; LP CON =0.489 + 0.004 g vs LP RUN =0.542 + 0.05 g; F(1,24) = 0.18;
p > 0.05; Fig. 13 B).
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Figura 13. El ejercicio no modifica el tamafio ni el peso cerebral. (A) Fotografias
representativas del cerebro de los ratones control (CON) y de ejercicio (RUN) del grupo de
ejercicio a corto (CP) y largo plazo (LP). Promedios del peso (B), largo (C) y ancho (D) del
cerebro de ratones control y en condicién de ejercicio de los grupos de experimentacion a
corto y largo plazo. El ejercicio no modifica el largo del cerebro, sin embargo, el grupo de LP

presenta un menor largo cerebral en comparacion con el grupo de CP.
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Al realizar una relacién del peso cerebral con respecto al peso corporal
final, el analisis mostré que, en condiciones control, la proporcion cerebro —
peso corporal disminuye significativamente en los ratones del grupo LP (CP
CON =0.024 £ 0.003 vs LP CON =0.012 £ 0.001; p < 0.001). El ejercicio evitd
la disminucién de la proporcion cerebro — peso corporal (CP CON = 0.024 +
0.003; CP RUN =0.020 £ 0.002; LP CON =0.012 £ 0.001; LP RUN = 0.018 +
0.002; F(,24) = 0.42; p > 0.05; Fig. 15).
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Figura 14. El ejercicio evita la disminucion de la proporcién cerebro — peso corporal.
Grafica que muestra el promedio de la relacion entre el peso del cerebro y el peso corporal
final de los ratones controles (CON) y corredores (RUN) del grupo de ejercicio a corto (CP) y

largo plazo (LP).

5.4 La diferenciacidon celular inducida por el ejercicio a largo

plazo es menor que el inducido por el ejercicio a corto plazo.

Para determinar el efecto del ejercicio a corto y a largo plazo en la

diferenciacion celular se cuantificé el nimero total de células que expresan la
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proteina de migracion neuronal doblecortina (DCX) a través del eje dorso —
ventral del giro dentado del hipocampo (Fig. 16 A). El andlisis mostré que el
tiempo de experimentacién (CP o LP), el cual esta asociado con la edad de los
sujetos de experimentacion, disminuye significativamente el nimero de células
DCX positivas (DCX*; Fa,200 = 115.4; p < 0.0001). El ejercicio incremento el
namero de células DCX* (CP CON = 2125 + 187, n = 6 vs CP RUN = 3067 £
228,n=6; LP CON=767+70,n=6vs LP RUN =924 + 121, n = 6; F@120) =
11.36, p = 0.003). Sin embargo, el incremento sélo fue significativo para el
grupo de ejercicio a corto plazo en el numero de células DCX", el andlisis
mostro que el numero de células es significativamente menor en el grupo de

ejercicio a largo plazo (p < 0.001; Fig. 16 B).
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Figura 16. El ejercicio incrementa los niveles de diferenciacion celular. (A)
Fotomicrografias representativas de células DCX* en el giro dentado a través del eje dorso-
ventral en cortes horizontales de ratones control (CON) y en condicion de ejercicio (RUN) de
los grupos a corto y a largo plazo (CP y LP, respectivamente). Escala a 100um. (B) EI nUmero
de células DCX* es mayor en los ratones en condiciones de ejercicio en comparacién con los
ratones controles. Sin embargo, el nimero de células DCX* es menor en el grupo de LP en

comparacion con el grupo de CP.

La proteina de migracion neuronal DCX se expresa en tres tipos de
células durante el proceso de diferenciacién: Neuroblastos tipo 1 (NB-1),
neuroblastos tipo 2 (NB-2) y neuronas inmaduras (NI) (Fig. 7). Para determinar
si habia diferencias en la tasa de diferenciacion se identificaron estos tres tipos
celulares basados en sus caracteristicas morfolégicas. Los NB-1 localizados
en la ZSG, donde extienden sus procesos horizontalmente, los NB-2
localizados en la ZSG donde extienden sus procesos de manera horizontal,
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sin embargo, un proceso crece de manera vertical u oblicuamente y se
extiende hacia la CCG, y las NI las cuales tienen su soma en la CCG y
extienden un solo proceso apical vertical que ya comienza a presentar
ramificaciones y un axon basal (Fig. 17 A). El analisis mostré que el ejercicio,
tanto a corto como a largo plazo, no modifica la proporcion de los tres tipos
celulares que expresan DCX (NB-1: CP CON =17.6 £ 1.07%; CP RUN = 16.7
+ 0.84%; LP CON = 15.3 £ 0.81%, LP RUN = 13.6 + 1.6%; NB-2: CP CON =
31.5 + 0.98%; CP RUN = 29.5 + 0.78%; LP CON = 33.1 + 1.18%; LP RUN =
32.3 £1.20%; NI: CP CON =51 + 1.37%; CP RUN =53.75 £ 0.86%; LP CON
=51.6 £ 1.21%; LP RUN =54.1 + 2.54%; p > 0.05), lo que sugiere que ni el
ejercicio ni la edad modifican el proceso de maduracion. El porcentaje de
neuronas inmaduras fue mayor con respecto al de los neuroblastos (Aprox. 50
%; Fig. 17 B).

Capa
molecular
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Capa
subgranular
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Figura 17. El ejercicio no modifica la proporcion de la tasa de diferenciacion. (A)
Microfotografia representativa de los tres tipos celulares que expresan doblecortina (DCX*):
Neuroblasto tipo 1 (NB-1), neuroblasto tipo 2 (NB-2) y neurona inmadura (NI) en el giro
dentado del hipocampo, en un corte horizontal. Escala a 10um. (B) Grafica que muestra el
porcentaje de NB-1, NB-2 y NI en ratones controles (CON) y en condicion de ejercicio (RUN)
de los grupos a corto (CP) y largo plazo (LP). La proporcién de células DCX* es similar tanto
en controles como en corredores en ambos grupos. La proporcion de NI es mayor en

comparacion de los NB-1 y NB-2.

5.5.1 El ejercicio incrementa los niveles de neurogénesis, sin
embargo, estos niveles no se mantienen a través de periodos largos de

ejercicio.

Para determinar si el incremento en la neurogénesis hipocampal se
mantiene durante periodos largos de tiempo, ratones macho de la cepa
C57BI/6 recibieron una inyeccion intraperitoneal de BrdU (50 mg/kg/dia)
durante 5 dias. Los ratones del grupo a corto plazo (CON y RUN) recibieron la
primera inyeccion 3 dias después de haber sido colocados en su respectiva
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condicion experimental (Fig. 18 A). Los ratones del grupo a largo plazo (CON
y RUN) recibieron la primera inyeccion 6 meses después de haber sido
colocados en su respectiva condicion experimental (Fig. 18 B). Los ratones
fueron sacrificados 1 mes después de la primera inyeccion de BrdU. Las
células BrdU* presentes en la capa de células granulares del giro dentado
fueron cuantificadas a través del eje dorso-ventral (Fig.19 A). El andlisis mostro
que, al igual que las células DCX*, el tiempo de experimentacion (CP o LP), el
cual esta asociado con la edad de los ratones, disminuye significativamente el
namero de células BrdU* (Fa,20) = 63.97; p < 0.0001). El ejercicio incrementd
significativamente el nimero de células BrdU* (CP CON = 1304 + 102 vs CP
RUN = 2892 + 348; LP CON =367 + 65 vs LP RUN =591 + 70; Fq,22) = 20.01,
p = 0.0002). Sin embargo, el incremento solo fue significativo en el grupo de
ejercicio a corto plazo (p < 0.001). Al comparar el incremento en el nimero de
células BrdU* entre ratones en condicion de ejercicio a corto y largo plazo el
analisis mostrd que éste fue significativamente menor en el grupo de ejercicio
a largo plazo (p < 0.0001, Fig. 19 B). Este incremento corresponde a un
221.71% para el ejercicio a CP y a un 160.82% para el ejercicio a LP, respecto

a la condicién sedentaria.
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Figura 18. Cronograma del disefio experimental para determinar el efecto del ejercicio

en la neurogénesis hipocampal. (A) Disefio experimental para determinar el efecto del

ejercicio a corto plazo. Ratones controles y corredores fueron inyectados i.p con BrdU (50 mg

kgl/ dia) durante 5 dias. La inyeccion se inici6 3 dias después de haberse colocado en su

respectiva condicién experimental y fueron perfundidos 1 mes después. (B) Disefio

experimental para determinar el efecto del ejercicio a largo plazo. Ratones controles y

corredores fueron inyectados i.p con BrdU (50 mg kg'/ dia) durante 5 dias. La inyeccién se

inici6 6 meses después de haber sido colocados en su respectiva condiciéon experimental y

fueron perfundidos 1 mes después.
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Figura 19. El ejercicio a largo plazo no incrementa los niveles de neurogénesis en la
misma proporcién que el gjercicio a corto plazo. (A) Fotomicrografias representativas de
células BrdU+ en el giro dentado a través del eje dorso-ventral en cortes horizontales de
ratones control (CON) y condicion de ejercicio (RUN) de los grupos a corto plazo (CP) y largo
plazo (LP). Escala a 100um. (B) El numero de células DCX* es mayor en los ratones en
condiciones de ejercicio en comparacion con los ratones controles. Sin embargo, el nimero

de células DCX* es menor en el grupo de LP en comparacién con el grupo de CP.

5.5.2 El efecto neurogénico del ejercicio es en la region dorsal,
aunque no en la misma magnitud entre periodos cortos y largos de

ejercicio.

Para determinar si el efecto neurogénico del ejercicio es homogéneo a
través del eje dorso-ventral del hipocampo, el hipocampo fue dividido en region
dorsal, media y ventral. El analisis mostré que el tiempo de experimentacion,

el cual esta estrechamente relacionado con la edad de los ratones, disminuye
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el numero de células BrdU* en la regién dorsal, media y ventral del hipocampo
(Dorsal: CP CON = 1486 + 118 vs CP RUN = 2565 + 336; LP CON =291 + 63
vs LP RUN =471 + 47; Fa,22) = 69.1, p < 0.0001; Medial: CP CON = 192 + 43
vs CP RUN =207 £ 33; LP CON =44 + 7 vs LP RUN =72 + 20; Fqa,22) = 24.6,
p <0.0001; Ventral: CP CON =158 + 21 vs CP RUN =121 + 20; LP CON = 33
+7vs LP RUN =48 £ 12; Fa,22) = 36.2, p < 0.0001). Sin embargo, el efecto
neurogénico del ejercicio se observa en la region dorsal (F@,22) = 10.13, p =
0.0043). Sin embargo, este efecto solo fue significativo en el ejercicio a corto
plazo (p < 0.001). En esta region, el nidmero de células BrdU* es
significativamente menor en el grupo de ejercicio a largo plazo (p < 0.001; Fig.
20).
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Figura 20. El efecto neurogénico del ejercicio ocurre en laregion dorsal del hipocampo.
El nimero de células BrdU+ es significativamente menor en el grupo de ejercicio a largo plazo
(LP) tanto en controles (CON) como en corredores (RUN) a diferencia del grupo de ejercicio a
corto plazo (CP). Ademas el incremento en el nimero de células BrdU* generado por el
ejercicio es mayor en la region dorsal en comparacion con la region medial y ventral. Asi
mismo, el efecto neurogénico generado por el ejercicio a largo plazo no es de la misma

maghnitud que el generado por el ejercicio a corto plazo.
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5.6 El ejercicio incrementa el porcentaje de células nuevas con

fenotipo neuronal

Para determinar el fenotipo neuronal de las células BrdU* se realizé un
doble marcaje por inmunofluorescencia para BrdU y el marcador neuronal
NeuN. El analisis mostr6 que en condiciones control, el tiempo de
experimentacion (CP o LP), el cual esta asociado con la edad de los sujetos
de experimentacion, disminuye significativamente el porcentaje de células con
doble marcaje BrdU*/NeuN* (p < 0.05). EI ejercicio incrementd
significativamente el numero de células BrdU*/NeuN* tanto para la condicion
de ejercicio a corto plazo, como para la condicion de ejercicio a largo plazo
(Fa,12) = 37.32; p < 0.05; Fig. 21), en ambas condiciones el incremento es a
niveles similares (75.13% y 70.32%, respectivamente). En conjunto, los datos
muestran que si bien el nidmero de células BrdU* es similar entre las
condiciones control y de ejercicio a largo plazo, el ejercicio si incrementa el
namero de células nuevas con fenotipo neuronal, lo que sugiere que el
ejercicio a largo plazo incrementa la neurogénesis, aunque no en los niveles

observados al inicio de un periodo de ejercicio.

49



*
1004 M BrdU’
BrdU'/NeuN’

+Z rdU‘/Neu
=5

® 80-

<

oD

T 60-

o

w

(1+]

S 40

‘O

(& ]

X 20

0

CON RUN CON RUN

Figura 21. El ejercicio incrementa los niveles de maduracion celular. El porcentaje de
células BrdU* es mayor en los ratones control del grupo LP en comparacion con los ratones
control del grupo CP; en condiciones de ejercicio el porcentaje de células BrdU*/NeuN*

incrementa significativamente.

5.7 El incremento de la neurogénesis es independiente de la

distancia.

Para determinar si el efecto neurogénico del ejercicio es dependiente
de la distancia corrida se realizdé una correlacion entre el numero de células
BrdU* y la distancia total corrida (km). El analisis de la regresion lineal entre
ambos parametros mostrd que no existe una correlacién para ninguna de las
condiciones de ejercicio (CP: r =0.08, p =0.54; LP: r = 0.17, p = 0.42) (Fig.
22).
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Figura 22. El efecto neurogénico del ejercicio no depende de la distancia corrida.
Correlaciéon de los niveles de neurogénesis con la distancia total recorrida en kilometros

durante un periodo de ejercicio a corto plazo (CP) y a largo plazo (LP).
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6. Discusion

El presente trabajo muestra que el ejercicio, tanto a corto como a largo
plazo, tiene un impacto importante en el mantenimiento del peso corporal. A
nivel cerebral, el efecto del ejercicio en la neurogénesis del GD es diferencial,
el cual depende del tiempo en que el sujeto ha sido expuesto a condiciones
de ejercicio. Especificamente, nuestros resultados mostraron que si bien los
ratones se mantienen corriendo de forma voluntaria por periodos prolongados
de tiempo (7 meses), el incremento en los niveles de diferenciacién y
maduracion celular no es mantenido por periodos prolongados de ejercicio (7
meses). Esto sugiere que los mecanismos que median la plasticidad neuronal,
incluida la neurogénesis y la conectividad sinaptica, sean diferentes
dependiendo del tiempo que el sujeto ha sido expuesto a condiciones de
ejercicio. Es probable que un mecanismo de homeostasis se lleve a cabo, en
donde ya no es necesario un incremento de nuevas neuronas, Sino que mas
bien, se lleven a cabo modificaciones a nivel morfoldgico, como un incremento
en la densidad sinaptica o la complejidad dendritica, o en la conectividad de
los circuitos neuronales, los cuales sean los mecanismos involucrados en

prevenir o revertir el deterioro cognitivo inducido por el envejecimiento.

Previos estudios han mostrado que los ratones de la cepa C57BI/6 pueden
correr de forma voluntaria en una rueda de ejercicio por periodos de 1 a 2
meses (Clark et al., 2011; van Praag et al.,, 1999a). Nuestros resultados
mostraron que estos ratones pueden correr de forma voluntaria por periodos
aun mas largos de tiempo (7 meses). Si bien hubo una disminucién paulatina
en la distancia promedio diaria corrida durante los 7 meses de ejercicio, los
ratones permanecieron corriendo un promedio de 5 km/dia. Esta disminucién
en la distancia diaria corrida podria estar asociada al envejecimiento de los
animales. De hecho, se ha reportado que ratones de esta misma cepa con 9

meses de edad, corren en promedio 4.0 £ 0.5 km/dia en una rueda similar a la
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utilizada en nuestro modelo (Marlatt et al.,, 2012), lo que sugiere que esta
disminucién en la distancia podria estar asociada a la edad de los ratones.

El ejercicio es una actividad que incrementa el gasto de energia y ayuda a
ajustar el balance de energia para la pérdida de peso y el mantenimiento de
este (Donnelly et al., 2004). En diversos estudios se ha reportado que roedores
bajo condiciones normales tienden a incrementar su peso corporal conforme
avanza la edad. Sin embargo, cuando los ratones son sometidos a un periodo
corto (2 meses) de ejercicio estos pierden peso corporal de manera
significativa y son capaces de disminuir la expresion de biomarcadores
inflamatorios que se presentan durante la obesidad en comparaciéon con los
ratones sedentarios (Carpenter et al., 2012; Patten et al., 2013). Para
determinar el efecto del ejercicio a corto y a largo plazo en el peso corporal,
evaluamos el peso al inicio y al final de cada protocolo de experimentacion.
Nuestros resultados mostraron que tanto el ejercicio a corto como a largo plazo
tienen un efecto positivo en la prevencion de la ganancia de peso corporal, lo
que confirma la importancia del ejercicio en el mantenimiento del peso

corporal.

Conforme avanza la edad, el cerebro de los individuos produce cambios
importantes. Una de estas caracteristicas es la pérdida del volumen
hipocampal (Reichel et al., 2017). En humanos, se ha demostrado que el
ejercicio es capaz de incrementar el tamafio del hipocampo hasta un 2%,
revirtiendo de manera efectiva la pérdida del volumen de hasta por 2 afios
(Erickson et al., 2011). Para determinar si el ejercicio a corto y a largo plazo
tenia impacto en el volumen cerebral del ratén, evaluamos el volumen total
cerebral y el peso cerebral total. Nuestros resultados mostraron que el peso
cerebral total y el ancho del cerebro no fueron modificados ni por la edad, ni
por el ejercicio. Sin embargo, el largo cerebral es menor en el grupo a largo
plazo (LP), esta disminucion podria estar relacionada con la edad.
Desafortunadamente, nuestro procedimiento experimental no nos permitio

determinar los cambios especificos inducidos por el ejercicio en el tamafio del
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hipocampo, por lo que la determinacion del volumen total podria estar

enmascarando estas modificaciones.

Estudios previos han mostrado que el envejecimiento disminuye los niveles
de neurogénesis (Kuhn et al., 1996) y que esta disminucion pudiera contribuir
al deterioro cognitivo (Erickson y Barnes, 2003). Nuestros resultados
mostraron que en condiciones control, los niveles de diferenciacion celular,
medida por la expresion de DCX, y de maduracién, medido por el nimero total
de células BrdU*, disminuyeron en el grupo control a largo plazo. Esta
disminucién podria estar relacionada con el envejecimiento de los roedores
(Corto plazo: 1 mes de edad; largo plazo: 7 meses de edad). En ratones
transgénicos que presentan una deplecién de la ciclina D2 (los cuales simulan
una pérdida de la neurogénesis hipocampal), se presenta de igual forma, un
bajo numero de células DCX* (Jaholkowski et al., 2009). Se ha sugerido que
la disminucidon en la neurogénesis durante el envejecimiento podria estar
relacionado con la disminucién gradual del nimero de células madre neurales
parecidas a la glia radial (NSCs o NSPCs, por sus siglas en inglés),
responsables de mantener el linaje neuronal (Kriegstein and Alvarez-Buylla,
2009). En la ZSG del giro dentado del hipocampo adulto, las NSCs al salir de
su estado quiescente (estado de activacion), desencadenan una serie de
divisiones asimétricas, lo que conlleva a un agotamiento de la progenie a
través de la diferenciacion a astrocitos maduros, por lo que nunca regresan de
nuevo a su estado quiescente. Esto sugiere que el agotamiento continuo del
conjunto de NSCs, como consecuencia de su division, contribuyen a un
decremento de la neurogénesis hipocampal y un incremento en el nimero de

células gliales durante el envejecimiento (Encinas et al., 2011).

Investigaciones en humanos y modelos animales han mostrado que el
ejercicio beneficia el aprendizaje y la memoria, reduce el riesgo de
enfermedades neurodegenerativas y retarda el deterioro cognitivo relacionado
con el envejecimiento (Vivar et al., 2012; Voss et al., 2013). La mejora en el

aprendizaje y la memoria inducida por el ejercicio ha sido correlacionada con
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un aumento en la neurogénesis hipocampal y un incremento en la plasticidad
sinaptica dependiente de actividad (Vivar et al., 2012). Las investigaciones han
mostrado que el ejercicio voluntario durante un periodo corto de tiempo (1 mes)
es capaz de incrementar la proliferacion, diferenciacion y maduracion de las
nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo. Especificamente, se ha
reportado que 1 mes de ejercicio incrementa ~160% la diferenciacion celular,
medida a través de la expresion de DCX, con respecto a su control (Garrett et
al., 2012). De forma similar, el ejercicio incrementa ~201% el namero total de
células BrdU* que alcanzaron la maduracion, de la cuales el 80% tiene un
fenotipo neuronal (van Praag et al., 1999b). De manera interesante, diversos
enfoques para marcar a las nuevas ceélulas, incluyendo el marcaje con BrdU y
el marcaje con retrovirus, han demostrado que el incremento de las nuevas
células ocurre principalmente en la region dorsal del giro dentado, incluso
hasta tres veces mas que en la region ventral, tanto en condiciones control
como de ejercicio (Lowe et al., 2015; Snyder et al., 2009; Vivar et al., 2016).
Esta regulacion diferencial de la neurogénesis a lo largo del eje dorso-ventral
puede reflejar diferencias funcionales entre las nuevas neuronas que nacen
especificamente en la regidn dorsal y ventral. De hecho, se ha sugerido que la
region dorsal contribuye para el procesamiento y la memoria espacial,
mientras que la region ventral se considera relevante para la regulacion de las
emociones (Bannerman et al., 2014; Fanselow and Dong, 2010), esta idea se
encuentra soportada por un reciente estudio en el que se ha determinado que
el ejercicio, el cual mejora la memoria y el aprendizaje, incrementa el nUmero
de entradas aferentes desde la corteza entorrinal hacia el giro dentado,
especificamente en la region dorsal, sugiriendo una mayor inervacion y una

mayor conectividad aunada a su funcionalidad (Vivar et al., 2016).

Hasta el momento la mayoria de las investigaciones se han limitado a
determinar los efectos del ejercicio en la neurogénesis durante un periodo
corto de tiempo (1 mes). Interesantemente, en estos experimentos se ha
determinado el efecto del ejercicio en células que proliferan al inicio del periodo

del ejercicio, las cuales pasan por el proceso de desarrollo hasta alcanzar la
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maduracion e integracion a los circuitos neuronales hipocampales (1 mes). Si
bien el ejercicio es benéfico y ayuda a reducir el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas y a retardar el deterioro cognitivo inducido por el
envejecimiento, poco se conoce del efecto del ejercicio en la neurogénesis
cuando el sujeto se ha mantenido ejercitandose la mayor parte de su vida
adulta (7 meses).

Nuestros resultados mostraron que 1 mes de ejercicio (corto plazo)
incrementd los niveles de diferenciacion (expresion de DCX) y maduracion
celular (células BrdU™"), en la region dorsal del GD, con un fenotipo neuronal
(BrdU*/NeuN™*) en comparacion con el grupo control, lo cual coincide con datos
previamente reportados en otros estudios (Garrett et al., 2012; van Praag et
al., 1999b; Vivar et al., 2016). Sin embargo, el ejercicio a largo plazo (7 meses)
no mantuvo este incremento en los niveles de diferenciacion celular (expresion
de DCX). Si bien el incremento en el nimero de células BrdU* observado con
1 mes de ejercicio no fue mantenido durante un periodo mucho mayor de
ejercicio (7 meses), el ejercicio si incrementod el nimero de células nuevas con
fenotipo neuronal con respecto a su control, lo que sugiere que el ejercicio a
largo plazo incremento la neurogénesis, aungque no en los niveles observados

al inicio de un periodo de ejercicio.

Una posible explicacién a la reduccion en los niveles de células BrdU*,
aun cuando los ratones estuvieron en condicion de ejercicio por un periodo
prolongado de tiempo, es que la edad sea un factor limitante en el
mantenimiento de niveles elevados de neurogénesis. Sin embargo, Marlatt y
colaboradores (2012) mostraron que 2 meses de ejercicio en ratones de 9
meses de edad es capaz de incrementar los niveles de neurogénesis a los
mismos niveles que los observados en ratones jovenes, lo que nos indica que
la edad no es un factor limitante en el efecto neurogénico del ejercicio (Marlatt
et al., 2012). Cabe destacar que la determinacién de la neurogénesis en el
estudio de Marlatt y colaboradores se llevé a cabo inyectando BrdU al inicio

del periodo de ejercicio, como lo han hecho los estudios previos donde se han
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observado un incremento de hasta un 200% en los niveles de neurogénesis.
Es probable que el incremento en la neurogénesis solo sea necesaria al inicio
del periodo del ejercicio, probablemente para restablecer la perdida neuronal
por nuevas neuronas funcionales e incrementar la plasticidad en el giro
dentado. Sin embargo, a periodos prolongados de ejercicio ya no se necesita
un incremento tan marcado en la neurogénesis del giro dentado, sino que
sean otros los mecanismos involucrados, como un incremento en la plasticidad
sinaptica en los circuitos neuronales del hipocampo y de otras estructuras del
cerebro. Estudios previos han mostrado que 1 mes de ejercicio solo induce
cambios en el giro dentado, pero no en otras areas del hipocampo (Farmer et
al., 2004; van Praag et al., 1999a). Especificamente, 1 mes de ejercicio
incrementa la plasticidad sinaptica, medida a través de la potenciacion a largo
plazo (LTP), incrementa los niveles de BDNF y ARNm de la subunidad NR2B
del receptor NMDA en el giro dentado pero no en el area CAL.
Interesantemente, un tiempo mayor de ejercicio (2 meses) induce plasticidad
sinaptica en otras areas del cerebro involucradas en los procesos de
aprendizaje y memoria, como lo son la corteza entorrinal y el area CA1 del
hipocampo (Stranahan et al., 2007). Estos cambios en la plasticidad sinaptica
podrian llevarse a cabo de manera paulatina, iniciando en el circuito
hipocampal local (Sah et al., 2017) y expandiéndose a otras areas como la
corteza, cuerpos mamilares y septum (Vivar y van Praag, 2017). De hecho, de
manera mas reciente Vivar y colaboradores mostraron que 1 mes de ejercicio
modifica los circuitos neuronales de las nuevas neuronas, lo cuales incluyen
cambios en la conectividad de la corteza entorrinal, el septum y los cuerpos
mamilares con las nuevas neuronas del giro dentado (Vivar et al., 2016).
Todos estos hallazgos nos dan pauta para plantear la siguiente hipotesis sobre
del efecto del ejercicio en el cerebro adulto (Fig.23):

Durante el envejecimiento la neurogénesis hipocampal (verde) disminuye
paulatinamente, la cual se asocia con un deterioro cognitivo. Si el ejercicio es
incluido tiene un efecto positivo en los procesos cognitivos. Es probable que al

inicio del periodo de ejercicio se requiera un incremento sustancial en el
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namero de nuevas neuronas, posiblemente para reestablecer la perdida
neuronal. Al mismo tiempo se inician procesos que ayuden a incrementar la
plasticidad sinaptica local (hipocampo) como un incremento en la LTP,
expresion de receptores, conectividad neuronal y factores neurotréficos. Si el
sujeto se mantiene ejercitandose por un periodo mayor de tiempo es probable
gue ya no sea necesario un incremento tan marcado de la neurogénesis
hipocampal (rojo), el cual pudiera ser reducido a través de un mecanismo de
homeostasis. Simultaneamente, mecanismos que incrementen la plasticidad
singptica (morado punteado) o en la conectividad neuronal (azul discontinua),
gue involucren otras areas del cerebro, se podrian estar llevando a cabo, lo

cual ayudara a prevenir o revertir un deterioro cognitivo.

Neurogénesis basal

Neurogénesis ejercicio

----- Plasticidad sinaptica

Conectividad neuronal

% Cambio

0 6 meses

Figura 23. Hipotesis del efecto del ejercicio en el hipocampo del cerebro adulto.
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7. Conclusion

El envejecimiento es sin duda uno de los factores que mas influye en la
neurogénesis hipocampal. En este trabajo nosotros demostramos que los
ratones de la cepa C57BI6 corren voluntariamente durante periodos
prolongados de tiempo. Ademas, el ejercicio voluntario tanto a corto como a
largo plazo, evita el incremento de peso corporal y evita la pérdida de masa
cerebral. Asi mismo, el ejercicio a corto plazo incrementa los niveles de
diferenciacion y maduracién celular con un fenotipo neuronal, sin embargo, a
pesar de que el ejercicio a largo plazo no mantiene este incremento en la
diferenciacion y el numero total de células BrdU*, si incrementa el nimero de
células nuevas con fenotipo neuronal, por lo que sugerimos que el ejercicio a
largo plazo aun puede incrementar la neurogénesis aunque no en los mismos
niveles que los observados con el ejercicio a corto plazo.

Nuestra hipotesis general se basa en que si bien la neurogénesis
disminuye durante el envejecimiento normal, el ejercicio voluntario incrementa
los niveles de neurogénesis al inicio del periodo del ejercicio, sin embargo este
incremento en el niumero total de células BrdU* ya no se observa durante un
periodo de ejercicio a largo plazo, posiblemente mediado por un mecanismo
de homeostasis. Nosotros proponemos que son otros los mecanismos los que
median la neurogénesis, tales como un incremento en la plasticidad sinaptica
y una mayor conectividad neuronal, los cuales a su vez, permitan una mejora

cognitiva.
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8. Perspectivas a futuro

A partir de los estudios y conclusiones presentados en este proyecto de
Tesis de Maestria, las perspectivas de trabajo a futuro se orientan a tres
objetivos.

En un primer plano estarian los trabajos destinados a completar la hipétesis
general, basados en determinar las modificaciones inducidas por el ejercicio a
corto y largo plazo en la plasticidad sinaptica en el giro dentado, por ejemplo,
con el uso del marcador de densidad post-sinaptica (PSD-95), medir los
niveles de BDNF vy la arborizacion dendritica de las células granulares del giro
dentado. En segunda estancia, estarian los trabajos destinados a determinar
los cambios estructurales y morfologicos inducidos por el ejercicio a corto y a
largo plazo en otras areas del hipocampo (CA3 y CAl). Y finalmente, en un
tercer punto estarian los trabajos enfocados en determinar las modificaciones
a los circuitos neuronales involucrados en el procesamiento cognitivo (corteza

entorrinal, septum, cuerpos mamilares y el ndcleo raphe).
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