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RESUMEN
La asfixia perinatal (AP) es una de las principales causas de muerte y dafio neuroldgico

en los recién nacidos, y se presenta generalmente asociada al periodo de parto. Es definida
como un insulto metabdlico causado por la interrupciéon temporal del aporte de oxigeno al

organismo, que conlleva a muerte celular induciendo efectos deletéreos a nivel neurolégico.

Esta patologia ha sido ampliamente estudiada en modelos animales, siendo el modelo
en ratas bien caracterizado y clinicamente relevante para reproducir la asfixia perinatal
humana. Dentro de las regiones cerebrales mas vulnerables a la asfixia se encuentran el

hipocampo, ganglios basales y cerebelo induciendo alteraciones motoras y cognitivas.

Es ampliamente reconocido que el ejercicio fisico posee un efecto neuroprotector
frente a eventuales dafios del sistema nervioso central, ya sea por envejecimiento o una injuria
especifica. En respuesta al ejercicio se liberan distintos factores troficos que promueve un
aumento en plasticidad y neurogénesis; a la vez que produce mejoras en nuestras capacidades
cognitivas como la memoria. Estudios previos de nuestro laboratorio sugieren que el ejercicio
tendria un efecto benéfico en la memoria que se corelacionaria con un incremento en la

actividad histaminérgica cerebral.

Por otro lado, se ha descrito que la AP genera déficits cognitivos evaluados con una
tarea de reconocimiento de objetos que se correlacionan a una disminucion en el nimero de
células histaminérgicas en el nicleo tiberomamilar del hipotalamo.

Asi, el objetivo de este trabajo es estudiar si el ejercicio fisico voluntario es capaz de
mejorar el deterioro cognitivo, especificamente de memoria y la plasticidad hipocampal en
ratas con AP. Para ello, en ratas sedentarias (espontanea n=6, cesarea n=6 y asfictica n=6) y

ratas que hacen ejercicio voluntario en rueda por 21 dias (espontanea n=6, cesarea n=6 y



asfictica n=5) se evalu6 (i) la memoria dependiente de hipocampo mediante una tarea de
reconocimiento de la posicion de objetos; (ii) la plasticidad neuronal hipocampal mediante
inmunohistoquimica (IHQ) para Arc y (iii) la actividad histaminérgica en el nucleo tubero-

mamilar mediante doble IHQ para c-fos y ADA, (un marcador de fenotipo histaminérgico).

Los resultados obtenidos evidencian que el ejercicio indujo (i) un incremento en la
capacidad de memoria de los animales con AP alcanzando un desempefio similar al del grupo
control, (it) un incremento en la inmunoreactividad de Arc en el hipocampo de ratas con AP.
La actividad histaminérgica cerebral en las ratas AP no evidencié cambios, lo que si fue

observado en los grupos controles, donde aumento la activacion del sistema histaminérgico

Estos datos sugieren que el ejercicio voluntario mejora las capacidades de memoria de
animales que sufren AP en paralelo a un incremento en la plasticidad hipocampal,
independiente del sistema histaminérgico. Sin embargo, se requieren estudios que incorporen
un mayor numero de variables del ejercicio para poder determinar qué parametro del mismo se

correlaciona con estas ganancias cognitivas.



ABSTRACT:

Perinatal asphyxia (PA), is a leading cause of death and neurological damage in the neural
system between the newborns, and generally, it presents associated at the delivery. Is defined
by a metabolic insult caused by a temporary interruption of oxygen supply to the organism,

which leads to cellular death-inducing deleterious effects at the neurological level.

This pathology has been widely studied in animal models, been the rat model well-
characterized and clinically relevant to study human PA. Hippocampus, basal ganglia, and
cerebellum are within the most vulnerable regions in asphyxia inducing cognitive and motor

disorders.

It’s widely known that physical exercise has a neuroprotector effect against possible damage
in central nervous system, either by aging or a particular injury. In response to exercise
different kind of trophic factors are released which promote an increase in plasticity and
neurogenesis; at the same time, it produces improvements in our cognitive capacities like
memory. According to previous results from our laboratory exercise it would have a beneficial

effect on memory, correlated with an increase in histaminergic cerebral activity.

By the other side, it has been proposed that perinatal asphyxia generates cognitive deficits
evaluated by an object recognition test and that is correlated with a decrease in the number of

histaminergic cells in tuberomammillary nucleus (TMN) at the hypothalamus.

The primary objective of this work was study if voluntary physical exercise is able to improve
the cognitive impairment, specifically in memory, and hippocampal plasticity in PA rats. For
that objective hippocampal-dependent memory was evaluated by object location task in

sedentary rats (spontaneous n=6, cesarean n=6 and asphytic n=6) versus rats that are able to



voluntary run by 21 days in an exercise wheel (spontaneous n=6, cesarean n=6 and asphytic
n=6). It was also evaluated hippocampal plasticity by Arc immunohistochemistry and
histaminergic activity in the TMN by double immunohistochemistry to c-Fos and ADA (an

histaminergic phenotype marker).

The obtained results show that exercise (i) induced a memory increase in PA animals,
achieving similar performance to the control group, (ii) Produced an increase in Arc
immunoreactivity (plasticity associated protein) in PA rats at the hippocampus. (iii) There are
no changes in histaminergic activity of the perinatal asphyxia rats, which in turn, was observed

at control groups, where histaminergic system activation increased.

This data suggest that voluntary exercise improves memory capacities in PA animal, at time
with an increase in hippocampal plasticity, independent of the histaminergic system.
Nevertheless, further studies are needed with a greater number of exercise variables to

determine which one is correlated with this cognitive improvement.



ABREVIATURAS
ADA: Adenosin deaminasa
AP o PA: Asfixia perinatal / Perinatal Asphyxia

ARC: proteina del citoesqueleto regulada por actividad (activity regulated cytoskeleton

protein)

BDNF: Factor de crecimiento derivado de cerebro (brain derived neurotropic factor)
CAL: cornu ammonis 1

CA3: cornu ammonis 3

cAMP: adenosin mono-fosfato ciclico

DG: giro dentado

HDC: histidina descarboxilasa

IEG: genes de expresion temprana (immediate early gene)

IGF-1: factor de crecimiento insulinico 1 (insulinic grow factor 1)

IHQ: inmunohistoquimica

ir-ADA o ADA": inmunoreactividad para ADA

ir-Arc o Arc’: inmunoreactividad para Arc

ir- c-Fos/ADA o ADA*/Fos*: doble inmunoreactividad para c-fos y ADA
LTP: potenciacion a largo plazo

NMDA: N-metil D-aspartato

PBS: buffer fostato salino

TMN: ndcleo taberomamilar

TMND: nucleo tuberomamilar dorsal

TMNV: nlcleo tuberomaminlar ventral



INTRODUCCION
1. Asfixia perinatal

La asfixia perinatal (AP), consiste en una interrupcion de la disponibilidad de oxigeno,
debido a una alteracion del intercambio gaseoso materno fetal, o una falla en el equilibrio
pulmonar del neonato, que implica una disfuncion metabdlica importante, la cual no
necesariamente lleva a la muerte del individuo. Esta disminucién del aporte de oxigeno al
cerebro, el cual depende principalmente de metabolismo aerdbico, lleva a las neuronas (y
células en general) a un proceso de glicdlisis menos eficiente para producir energia, con el
consecuente aumento en los niveles de lactato que se traduce en una acidosis del medio
extracelular, lo que se ha visto que esta en directa relacion con las consecuencias neuroldgicas.
Conjuntamente al déficit energético, la AP induce un incremento en la excitotoxicidad con
dafios subsecuentes a las células nerviosas (Mafieru, 2002; Karl, 2010; Herrera-Marschitz M,
2011; Morales, 2011; Herrera-Marschitz, 2014). La AP presenta una alta mortalidad, la cual
corresponde aproximadamente a un tercio del total de los casos, (Badr Zahr, 2006), la
encefalopatia hipdxico isquémica resultante de la asfixia, muestra una incidencia variable a
nivel mundial entre 1 — 6 de cada 1000 nacidos vivos (Simola, 2008; Vannucci, 2000) siendo
mayor en los paises en vias de desarrollo (Galeano, 2011) debido a los avances en las unidades
de neonatologia. Se estima que la incidencia en nuestro pais, es 4 a 6 por cada mil nacidos
vivos en todos los grados, y de 2 a 3 por cada mil en los casos severos. (Novoa, 2012). De los
sobrevivientes, las complicaciones en el desarrollo se han descrito a corto y largo plazo, (Van
Handel, 2010) (30% a un 40% del total), (Badr Zahr, 2006), consistentes en alteraciones
neurologicas, retraso en el desarrollo psicomotor, alteraciones en el aprendizaje, paralisis

cerebral, alteraciones sensoriales, epilepsia, entre otras, (Romero, 2014; Karl J, 2010;
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Bustamante, 2007). La severidad del dafio neuroldgico producto de esta asfixia, se relaciona
con el retardo en obtener una respiracion de manera eficiente y la madurez del sistema
nervioso del feto al momento del nacimiento, y otros aspectos perinatales como puede ser el
caso de desprendimiento prematuro de placenta, o compresion del corddén umbilical, (Morales,

2011; de Haan, 2006)..

La AP induce un proceso similar al envejecimiento a nivel cerebral, con disminucién en
las conexiones sinapticas y con mayor susceptibilidad a la degeneracion (Strackx, 2010). El
grado de afeccion del SNC es variable y esta en relacion a la edad gestacional, pudiendo
afectar diversas areas del SNC, que incluyen: tronco encefalico, tAlamo, hipocampo, nucleos
de la base, y dafio disperso en la sustancia blanca (Romero, 2004, De Haan, 2006; Herrera-

Marschitz, 2014).

1.1 Modelo animal de asfixia perinatal

Se ha demostrado, en modelos animales de AP realizados en ratas, que la hipoxia, produce
dafio neuronal y apoptosis a nivel del hipocampo, que se correlaciona con déficits cognitivos
a largo plazo y dependientes del tiempo de hipoxia. Al respecto, se ha observado una
disminucion del nimero de neuronas en el hipocampo, (Morales, 2010) en las regiones CA1L,
CA3 Yy en el Giro dentado (DG), (Yang, 2011; Hoeger, 2006; Morales, 2005; Bjelke, 1991) asi
como también un aumento de nucleos apoptéticos en todo el hipocampo un mes post-hipoxia
(Morales 2010) acompafiado de alteraciones en la conectividad neuronal y sinaptogénesis
(Fleiss 2011; Herrera-Marschitz et al. 2014; Marriott et al. 2015), También se han reportado
alteraciones en las conexiones sinapticas a nivel de los ganglios basales, la corteza prefrontal y
el cerebelo (Strackx, 2010; Bustamante, 2007; Weitzdoerfer, 2004; Van de Berg, 2003), asi

como también pérdida neuronal en el nucleo ventral anterior del talamo (Hoeger, 2006).
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Recientemente ha sido documentado el efecto de la AP sobre el sistema histaminérgico,
encontrandose menor cantidad de neuronas de este fenotipo (especificamente en el nucleo
tuberomamilar ventral), y también una menor expresion de la enzima sintetizadora de

histamina (histidina descarboxilasa) en ratas sometidas a AP (Flores-Balter, 2016)

Los efectos de la AP se han reflejado en déficits de memoria no espacial medida en una
prueba de reconocimiento de objetos, (Simola, 2008), y memoria espacial registrada en el

laberinto acuéatico de Morris (Galeano, 2011).

Si bien se han registrado alteraciones a nivel de estriado y de la corteza frontal, que estan
involucrados en la coordinacion durante la locomocién, las ratas con AP, no presentan
deficiencias en la locomocion, medidas como distancia recorrida y velocidad en una prueba de
campo abierto, comparadas con controles a las 6 semanas de vida (Van de Berg, 2003;
Galeano, 2011). Tampoco se registraron diferencias en cuanto a la actividad motora en ratas
de 3 meses evaluadas en el laberinto acuatico de Morris, 0 en el laberinto elevado en cruz en
relacion a controles (Hoeger, 2000) ni tampoco presentan diferencias en actividad motora
gruesa (Simola, 2008). Sin embargo, existen otros resultados que muestran que las ratas
caminan menos a los 21 dias en el test de campo abierto, sélo al inicio del test, por lo que el
mismo autor lo atribuia mas que a una alteracion a nivel motor, a una disminucién en la
motivacion (Galeano, 2011). Acorde a esta descripcion, existen registros que indican que las
alteraciones motoras que puedan ser producto de las lesiones a nivel del cerebelo, se tienden a
normalizar a la edad de 3 meses. La uUnica alteracion motora significativa que se ha
documentado seria la observada usando el test de rotarod, en el cual las ratas asficticas

muestran un peor desempefio en relacion a las ratas controles (Hoeger, 2006; Simola, 2008);
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por lo tanto podemos afirmar que las ratas que sufren AP no presentan grandes alteraciones en

la locomocidn, pero si a nivel de la coordinacién y equilibrio.

2. Ejercicio fisico

En humanos los efectos beneficiosos del ejercicio se han demostrado a nivel de diversos
sistemas fisiologicos, siendo un factor protector de diversas enfermedades cronicas, (por
ejemplo diabetes, osteoporosis, cancer) y de una muerte prematura (Warburton, 2006). Por
otra parte tiene efectos especificos a nivel del sistema nervioso: es capaz de aumentar el
volumen del cerebro a la vez que produce mejoras en las habilidades cognitivas independiente
de la edad, afectando positivamente la velocidad y capacidad del aprendizaje, la capacidad de
atencion y la retencion de la informacion (Alomari, 2013; Kennard, 2012), y también es capaz
de proteger al individuo ante los declives cognitivos asociados al envejecimiento (Smith,
2013; Praag, 2009). Mas especificamente, el ejercicio es capaz de aumentar el flujo sanguineo
cerebral, aumentar los factores que favorecen la angiogénesis, cambios a nivel de conexiones
sinapticas, en el volumen cerebral en los ancianos, asi como también es capaz de aumentar la

neurogénesis a nivel del hipocampo (DG) y en la region sub-ventricular. (Smith, 2013)

Se ha reportado en estudios en ratas, que distintos factores neurotréficos aumentan en
relacion al ejercicio como el BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro) y el IGF-1
(factor de crecimiento insulinico 1) (Alomari, 2013; Kim, 2010). EI BDNF facilita la
liberacion de las vesiculas en los terminales presindpticos de sinapsis excitatorias, induce la
modulacion del reciclaje de vesiculas asi como también, aumenta la probabilidad de liberacion

de neurotransmisores en las sinapsis excitatorias de CA3-CA1l, (Tyler y Zhang, 2006)
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produciendo conjuntamente mejoras en las capacidades de memoria (Griffin, 2009). Se ha
descrito que el ejercicio induce un aumento del BDNF en el DG, y la corteza perirrinal
(Griffin, 2009). El IGF-1 favorece la neurogénesis a nivel del hipocampo, a la vez que reduce
los déficits cognitivos producto de la edad, (Alomari, 2013). Conjuntamente a estos cambios
en los factores neurotroficos se ha descrito un aumento en los mecanismos de plasticidad tales
como el LTP (long term potentiation), que podria explicarse por un cambio en las propiedades
de las espinas dendriticas, las cuales cambian en tamafio y cantidad, considerado como un
cambio en la fuerza de las conexiones sinapticas (Praag, 2009; O’ Callaghan, 2007), en el DG,
en CAl y en la corteza entorrinal (Stranahan, 2007). El ejercicio fisico genera una mejora en
el rendimiento de tareas de memoria espacial dependientes de hipocampo, memoria no
espacial, condicionamiento al miedo contextual y el aprendizaje de evitacion pasiva (Praag,
2009; Stranahan, 2007; O’ Callaghan, 2007, Farmer, 2004). El ejercicio fisico es capaz de
mejorar la memoria espacial tanto en ejercicio forzado, como voluntario, conjuntamente a un
aumento en el nimero de neuronas (Cetinkaya, 2013; Farmer, 2004; Holmes, 2004) y una
disminucion de la apoptosis en DG y CAL, en ratas hasta 24 meses de edad (Kim, 2010). El
aumento de la proliferacién celular en DG, se relacionaria con la duracion e intensidad del

ejercicio fisico realizado (Holmes, 2004; Kim, 2003).

Se ha demostrado que el ejercicio promueve la neurogénesis en el adulto (Cetinkaya,
2013; Kim, 2010; Praag, 2009; Farmer, 2004; Holmes, 2004) la cual produce mejorias en la
memoria, cognicion y procesos de aprendizaje, asi como también se encuentra involucrada en
procesos de recuperacion de dafio cerebral y en mediar respuestas del cerebro al estrés,

(Austin, M. 2014).
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En resultados de estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se encontr6 que el
ejercicio fisico es capaz de aumentar la actividad histaminérgica a nivel del nucleo
tuberomamilar (TMN), lo cual se correlaciona con una mejoria en el rendimiento en tareas de
memoria no espacial. Por otra parte antagonistas de los receptores H1 de histamina, reducen
significativamente el rendimiento de tareas de memoria no espacial en animales sedentarios,
mientras que los que hacen ejercicio manifiestan una resistencia al efecto de estos
antagonistas, sobre el rendimiento cognitivo (Grinspun et al. En Preparacion). Taati y
colaboradores (2014), demostraron que los efectos del ejercicio sobre el aprendizaje y
memoria estarian mediados por el receptor H2, ya que al utilizar un bloqueador de este
receptor (cimetidina), no se observan las mejoras cognitivas producto del ejercicio, (Taati y

cols, 2014).
2.2 Protocolos de ejercicio fisico

En ratas se han utilizado protocolos de ejercicio forzado (treadmill) como voluntario
(rueda) para estudiar los efectos del mismo, encontrando beneficios por ambas partes, sin
embargo el ejercicio forzado se asocia a factores estresantes (O’ Callaghan, 2007), los cuales
aumentan los niveles de corticosterona, provocando cambios cronicos en el eje hipotalamo-
adrenal, que afectan al sistema inmune y provocan alteraciones reproductivas (Droste, 2003).
Estos cambios en los niveles de corticosterona son capaces de provocar atrofia de las neuronas
piramidales del hipocampo lo cual puede llevar a un déficit en las pruebas de aprendizaje y
memoria (Alomari, 2013; Kennard, 2012). Existe evidencia divergente acerca de qué tan
perjudicial pueda ser el efecto del ejercicio forzado, existiendo reportes de que ambos tipos de
ejercicio, forzado y voluntario, provocan mejoras a nivel del aprendizaje espacial. Sin

embargo, en ellos se considera un estimulo aversivo altamente estresante, una descarga
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eléctrica en las patas del animal (o foot shock), para forzar a la rata a proseguir en el
entrenamiento (Cetinkaya, 2013; Farmer, 2004; Holmes, 2004; Praag, 2009). Ademas esta
mejora en ejercicio forzado se percibe luego de exposicién prolongada, (6 semanas) pues se
produciria un fenémeno de habituacion al estimulo estresante, el cual esta siempre ausente en
un protocolo de ejercicio voluntario, (Alomari, 2013). En esta investigacion se utilizo
ejercicio voluntario dado que i) no implica un estresor para movilizar al animal, ii) es un
paradigma mas ecoldgico del como harian ejercicio los animales en la naturaleza, ya que
incluso animales en estado salvaje (wild type) les motiva correr en rueda sin ningun tipo de

refuerzo (Meijer, 2014).

En relacion a la intensidad del ejercicio, se ha visto que intensidad moderada, es decir
entre un 30 y 50% de la capacidad maxima de velocidad del animal (capacidad fisica)
obtenida en un test de ejercicio, seria lo mas efectivo en lesiones agudas como el accidente
cerebrovascular, reduciendo la inflamacion, el tamafio de la lesion y promoviendo la
neurogénesis (Austin, 2014). Por otra parte, ha sido descrito en ratas que, 21 dias de ejercicio
es suficiente para expresar cambios a nivel conductual como neurofisiolégico producto del

ejercicio (Radahmadi y cols, 2015; Wang y Wang, 2016).

3. Histamina

El sistema histaminérgico se preserva a través de la filogenia, desde un molusco al
humano, como un sistema modulador que es capaz de modificar el nivel de activacion del
sistema nervioso de acuerdo a las demandas a las que se ve enfrentado, tales como el ciclo
suefio vigilia, homeostasis endocrina, funciones sensoriomotrices, atencién, cognicion,
aprendizaje y memoria (Shan, 2013; Haas, 2008). La histamina es una imidazol amina que

puede actuar como neurotransmisor y neuromodulador a nivel del sistema nervioso central y
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periférico. Los receptores que permiten su funcion son dos post-sindpticos (H1IR y H2R) con
efectos depolarizantes a nivel de neuronas postsinapticas, y otro pre-sinaptico (H3R) por el
cual se modula la liberacion y sintesis de histamina y otros neurotransmisores como
glutamato, acetilcolina y noradrenalina (Torrealba, 2012; Torkaman-Boutorabi, 2014). Existe
otro receptor que es periférico (H4R) y esta relacionado con el sistema inmune. Todos ellos
son receptores acoplados a Proteinas G. (Bernardino, 2012). La expresion de receptores del
tipo H1 y H2 se distribuye en variadas regiones cerebrales tales como el hipotalamo, talamo,
corteza, hipocampo, ganglios basales, amigdala y tronco encefalico (Hass, 2008; Schneider,
2014). La histamina se sintetiza a partir del aminoacido histidina por la enzima histidina
descarboxilasa, y en el sistema nervioso central es sintetizada exclusivamente en el TMN, (ver
figura 1), inerva casi todas las regiones cerebrales, desde la corteza prefrontal a la médula
espinal, incluyendo por ejemplo la corteza, hipocampo y estriado (Haas, 2008; Schneider E,
2014; Torrealba, 2012). La actividad de la histamina seguiria un patron circadiano,
observandose mayor actividad neuronal en el TMN durante el dia subjetivo (oscuridad) en los

roedores (Shan, 2013; Haas, 2008).

Cerebral cortex

To hippocampus

and amygdala
To striatum

To midline
thalamic areas

To posterior pituitary

Tuberomamillary nucleus

To ventral tegmentum

and substantia nigra Cerebellum

Figura 1: Sistema histaminérgico en el SNC; desde el ndlcleo tiberomamilar (TMN) se proyectan neuronas
histaminérgicas a gran parte del cerebro. Haas, 2008
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Dentro de las conductas naturales del roedor, esta la exploracion hacia cosas novedosas
(Bevins, 2005), lo cual requiere un alto nivel de alerta para su normal desarrollo, para esto es
importante la contribucién de las neuronas histaminergicas (Valdés, 2010). Se ha observado
que la actividad exploratoria se altera si falta la enzima sintetizadora o el receptor H1, H2 o
H3 (Da Silveira, 2013; Schneider, 2014), igualmente se ha descrito que el rearing, que es una
expresion de una conducta exploratoria, se ve alterada en ratones mutantes (Knock Out, K.O.)
para el receptor H1 (Zlomuzica, 2008), indicando la importancia de la histamina en el alerta
inducido por novedad para desarrollar conductas motivadas, (Valdés, 2010). A nivel de
pruebas conductuales se ha evidenciado la importancia de la histamina en el aprendizaje y la
memoria. Ratas K.O. del receptor H1 presentaban alteraciones en este nivel cognitivo, sin
alteracion para explorar objetos nuevos, pero si en reconocerlos, a la vez que presentaban

alteracion en la memoria de orden temporal, (Zlomuzica, 2008; Zlomuzica, 2013).

En suma, la AP induce: i) alteraciones morfo-funcionales en el hipocampo (Morales,
2010), ii) déficits en pruebas cognitivas como en la prueba de reconocimiento de objetos
(Simola, 2008), y en la memoria espacial (Galeano, 2011), que es dependiente de hipocampo
(Broadbent, 2009; Gareth, 2011) vy iii) disminucién en el nimero y activacion de neuronas
histaminérgicas (Flores-Balter, 2016), la cual tiene alta influencia sobre los procesos de
aprendizaje y memoria (Brown, 2001) y especificamente en la memoria de reconocimiento de
objetos (Taati y cols,2014); Asi el objetivo de este proyecto fue estudiar el efecto que tiene el
ejercicio fisico voluntario en ratas con AP en el aprendizaje y memoria, evaluado a través del
paradigma de reconocimiento de objetos, mediante la prueba de localizacion de objetos y su

correlato neurofisiologico a nivel de la plasticidad hipocampal (registrado mediante la
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expresion de la proteina de citoesqueleto regulada por actividad, Arc); y actividad del sistema
histaminérgico (medida a través de la expresion del gen de expresion temprana c-Fos que

indica actividad neuronal, y la expresion de Adenosin Deaminasa, ADA, que indica fenotipo

histaminérgico)
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HIPOTESIS

El ejercicio fisico voluntario, realizado por ratas adultas con asfixia perinatal, mejora el
deterioro cognitivo, favorece la actividad y plasticidad hipocampal y aumenta la actividad

histaminérgica cerebral en relacion a ratas adultas asficticas sedentarias.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del ejercicio fisico voluntario sobre memoria, plasticidad

hipocampal y la actividad histaminérgica en ratas con asfixia perinatal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar si el ejercicio fisico voluntario en ratas con asfixia perinatal mejora su

rendimiento en una tarea de memoria de localizacion de objetos.

2- Determinar que parametros del ejercicio fisico (distancia, velocidad y capacidad fisica) se

correlacionan con el efecto en la mejora cognitiva de las ratas con asfixia perinatal.

3.- Determinar si el ejercicio fisico voluntario es capaz de aumentar la plasticidad hipocampal,
luego de una tarea de reconocimiento de objetos en animales asficticos, mediante

inmunohistoquimica para Arc.

4.- Determinar si el ejercicio fisico voluntario es capaz de aumentar la actividad
histaminérgica cerebral (en el TMN) luego de una tarea de reconocimiento de objetos en
animales asficticos, mediante el uso de doble inmunohistoquimica para el marcador de
actividad neuronal c-fos y el marcador de fenotipo neuronal histaminérgico ADA (Adenosin

Deaminasa).
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MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos: Se utilizaron 36 ratas Wistar adultas macho, con un peso entre 250 y 300g, de las
cuales 18 corresponden al grupo sedentario y la otra mitad al grupo en ejercicio. Se utilizaron
6 grupos de ratas en total, (n= 6 ratas por grupo), 3 grupos que realizaron ejercicio: ratas
obtenidas por cesarea que sufren de asfixia perinatal, ratas obtenidas por cesarea y ratas
obtenidas por parto vaginal (detalles parrafo siguiente); y otros 3 grupos de ratas sedentarias,
de igual distribucién a las ratas que realizan ejercicio. Todas fueron obtenidas de la estacién
experimental del Programa de Farmacologia molecular y clinica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile. Los animales fueron mantenidos en cajas individuales con ciclos
de luz/oscuridad 12/12 (ZT: 07:00AM) con agua y alimentacion Ad libitum en una pieza
temperada a 23°C. Todos los experimentos fueron llevados a cabo segun la guia de manejo y
experimentacién con animales de laboratorio del NIH, (publicacién #80-23, revisada 1996) y
la aprobacion del comité de bioética local de nuestra facultad, (protocolo CBA #0389

FMUCH; protocolo CBA #0722 FMUCH).

2. Modelo de asfixia perinatal

1 o T Control
f 2 Groups
! [ Y "\,‘ Asphyxia
| \ J
G22 rat Histerectomy 37°C 21 min Reanimation Apgar scale for rats Surrogate dam

Figura 2: Modelo de asfixia perinatal. Marriot et al. 2015
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A ratas Wistar prefiadas, en su Gltimo dia de gestacion (dia 22), y luego del nacimiento
de una o dos crias por via vaginal, son eutanizadas e histerectomizadas. Dos a tres crias son
extraidas de los cuernos uterinos (ratas control cesarea) mientras que el resto de los cuernos
del Gtero que contienen los otros fetos se sumergen en un bafio de agua termo-regulado a 37°C
por 21 minutos. Después de este periodo de asfixia, se liberan las crias desde los cuernos del
utero, se les estimula a respirar, se les liga el cordon umbilical y se les deja recuperar en un

cojin temperado. Figura 2.

Cuarenta a sesenta minutos post nacimiento se aplicara a todas las ratas una escala
APGAR adaptada para ratas en la cual se evallan parametros como el peso corporal, sexo,
color de la piel, frecuencia respiratoria y movilidad. La severidad de la asfixia se determina
por la tasa de sobrevivencia y recuperacion (Morales, 2010; Bustamante, 2007). Posterior a

ello se dejan con madres sustitutas para ser utilizadas en la edad adulta.

3. Grupos experimentales

Cuando las ratas alcanzan un peso aproximado de 250-300g se dividen en cuatro grupos

experimentales:

1) Ratas sedentarias: este grupo esta formado por ratas nacidas por parto vaginal, cesarea y
cesarea + asfixia (n=6 cada grupo), y mantenidas en jaulas independientes con agua y comida
ad libitum sin ejercicio. Previo a realizar la prueba conductual se les aplicé una prueba de
ejercicio realizada en una trotadora (descrita en aparatos y procedimientos), en los dos dias
siguientes se realizd la habituacion al ambiente de la prueba de reconocimiento de objetos (dia
2y 3). Al cuarto dia se expusieron a la familiarizacion y aplicacion de una prueba de retencion
a los 60 minutos; 24 horas después se realizé una segunda prueba de retencion, y una hora
posterior a esto, se procedié con la eutanizacion del animal para realizar los procedimientos
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asociados a la histologia e inmunohistoquimica, (5 dias en total). En la figura 3 se puede

observar un flujograma de los procedimientos descritos.

Localizacién de objetos

Esponténea

1 hora

n=6

ﬂn
-
=

Cesérea

n=6

n=6

\,
2z (@7
- X )
o )

Test de ejercicio en trotadora

Fos/ADA: actividad histaminérgica
Arc: Plasticidad neuronal

Figura 3: Flujograma de los procedimientos experimentales aplicados al grupo de ratas sedentarias.

Ratas en ejercicio: este grupo esta formado por ratas nacidas por parto vaginal, cesarea y
cesarea + asfixia (n=6 cada grupo). El primer dia se les realizé una prueba de ejercicio
(descrita en aparatos y procedimientos), a partir del dia 2 se les mantuvo en su jaula con
acceso a rueda por 21 dias (hasta dia 22), para que realizaran ejercicio voluntario. Al dia 21 se
les aplicé nuevamente la prueba de ejercicio para poder registrar los efectos del ejercicio
voluntario en la capacidad fisica. Los dias 24 y 25 se realizd la habituacidn al ambiente de la
prueba de reconocimiento de objetos, y el dia 26 se realizé la familiarizacion y la prueba de
retencion a los 60 minutos. El dia 27 (24 horas después), se realiz6 nuevamente una prueba de
retencion y una hora después la eutanizacién del animal, para proceder con la histologia.
Veintisiete dias en total durante los cuales no se privo a las ratas del acceso a la rueda, para
evitar factores ansiogénicos u otras variables no deseadas. La figura 4 muestra el orden

temporal de los procedimientos antes descritos.
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Prueba de localizacidon

Fos/ADA: actividad histaminérgica de objetos

Arc: Plasticidad neuronal

Figura 4: Diagrama de flujo de los procedimientos experimentales aplicados al grupo de ratas en ejercicio.

4. Aparatos y procedimientos:

Caja de mantencion y ejercicio: Se construyd una jaula de mantencion habilitada con una
rueda de 28cm de diametro (0,8796m de perimetro) para la mantencion de las ratas que
realizan ejercicio. Para poder determinar la distancia recorrida, la velocidad alcanzada y la
temporalidad del ejercicio, se construy6 un sensor electromagnético, el cual entregd los datos
antes mencionados para su posterior andlisis. Las ratas tuvieron acceso a la rueda desde el
inicio del experimento hasta la eutanizacién. Las ratas sedentarias se mantuvieron en cajas de

mantencion estandar sin rueda.

Sensor electromagnético: Se confecciond un circuito utilizando un sensor de efecto hall, el
cual produce una corriente al detectar un campo magnético. Este sensor se ubicd adyacente a
un iman dispuesto en la rueda de ejercicio, de manera que al girar la rueda, este sensor
detectara el campo magnético producido por el iman. El circuito fue conectado a una placa de
Arduino™, en el cual se programd una interfaz que detectd estos cambios de corriente

generados por el sensor, y les establecid temporalidad (fecha y hora). La placa de Arduino™
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se conectd hasta a 4 jaulas con ruedas, cada una con el circuito anteriormente descrito. Los
datos obtenidos por Arduino™ fueron exportados por Phyton™ a un archivo de texto, en el
cual se expresaba la identificacion de la rata, en qué jaula corrid, la temporalidad de las

vueltas, y una estimacion de la distancia total recorrida.

Protocolo de ejercicio: Las ratas de los grupos que realizaron ejercicio tuvieron libre
acceso a la rueda, por lo que pudieron realizar ejercicio de forma voluntaria, desde el inicio del
experimento hasta el final de este (eutanizacién del animal). Este tiempo de ejercicio (21 dias),
ha demostrado ser suficiente para obtener aumentos cognitivos significativos en animales

sedentarios (Radahmadi y cols, 2015; Wang y Wang, 2016)).

Prueba de reconocimiento de objetos:

Se realizo la prueba de localizacién de objetos (figura 5), para poder evaluar memoria
espacial dependiente de hipocampo (Gareth y Warburton. 2011). Para esto se utiliz6 una caja
negra cuadrada de 60x60x60 cm, con un piso de color negro. En ella se ubicaron 2 objetos
idénticos, y posteriormente uno de ellos cambié de posicion durante la etapa de prueba (60
minutos o 24 horas). Los animales cursaron 3 etapas, una de habituacion, una de
familiarizacion y finalmente se les aplicd un ensayo de retencion. Las pruebas de la conducta

del animal fueron registrados con una cdmara digital, ubicada en posicién cenital.

Habituacién: consistié en permitirle a la rata explorar libremente la arena en la cual se
realizaria la prueba, en ausencia de objetos u otro estimulo que pueda ser relevante, por 20
minutos durante 2 dias consecutivos, para evitar conductas de tipo ansiogénicas producidas

por la exposicidn a un ambiente desconocido (Da Silveira, 2013).
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Familiarizacion: consistié en exponer a la rata a un ensayo en el cual se les permitié explorar

el ambiente con dos objetos iguales ubicados en forma adyacente, cada uno a 10 cm del borde

Object Location
Sample Test

L] 0 [

Figura 5: familiarizacién y test en Object locationt task, Barker, 2011

de la arena por un periodo de 5 minutos.

Prueba de retencion: consistié en exponer a la rata a la arena en la cual se cambia la posicion
de uno de los objetos, de manera tal que queden en las esquinas opuestas de la arena. Esta
prueba se realiza una hora y 24 horas posteriores a la familiarizacion. De esta manera los dos
objetos seran igualmente familiares, pero uno se encuentra en una nueva localizacion. La
posicién del objeto movido fue balanceada entre las ratas. Se registro el tiempo y nimero de
veces gue el animal exploré el objeto en la nueva posicidn. Se cuenta con un set de objetos en
duplicado y entre cada ensayo Yy la prueba de reconocimiento fueron limpiados con alcohol al

70% para evitar claves olfatorias (Griffin, 2009)

Prueba de ejercicio:

Se aplic6 una prueba de ejercicio en una trotadora, para poder registrar la capacidad
fisica inicial del animal y los cambios en la misma luego de 21 dias de actividad fisica
voluntaria. Para medir la capacidad fisica la velocidad de la trotadora fue aumentando cada

minuto con el fin de obtener la velocidad maxima que puede alcanzar el animal. Se construyé
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una caja de 15cm de ancho, 40cm de largo y 25cm de alto, que fue ubicada sobre la trotadora
de manera tal que la rata pudiese correr y la caja se mantuviera en una posicion estable. Esta
prueba se realizd antes del acceso a rueda (o al inicio de todos los procedimientos en los
grupos sedentarios) y después de la practica voluntaria de 21 dias de ejercicio con el objeto de
evaluar cambios en la capacidad fisica del animal. Para esto se ubico a la rata sobre la
trotadora, en la caja disefiada y se le permitio explorarla por 5 minutos. Luego se activo la
trotadora a una velocidad inicial de 0.8km/h y se incremento la velocidad en una razén de
0.1km/h cada minuto, hasta encontrar la velocidad en cual el animal no pudiera seguir
caminando a causa de la velocidad, o presentase claudicaciones (velocidad maxima
alcanzada). Los datos aqui obtenidos se utilizaron para obtener informacion acerca de la
capacidad de hacer ejercicio en forma basal por el animal (velocidad méxima alcanzada), y
buscaban establecer algun tipo de correlacion con la velocidad alcanzada en la rueda de
ejercicio. Las pruebas de ejercicios maximos y submaximos son seguros y bien tolerados, y

son una medida simple de capacidad funcional (Rodriguez, 2007).

5. Histologia

Una hora posterior a la finalizacion de la prueba de localizacion de objetos, las ratas
fueron anestesiadas profundamente con hidrato de cloral al 7% (350mg/Kg, i.p., 100ul/100grs
de peso) y luego perfundidas transcardialmente a través del ventriculo izquierdo con solucién
salina (NaCl 0.9%, 200mL) seguido de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (0.1M, pH
7.4, 500 mL). Posteriormente los cerebros fueron removidos y postfijados por dos horas en la
solucion de fijacion y luego criopreservados en una solucion de sacarosa al 30% con un 0.02%

de azida de sodio en buffer fosfato salino (PBS) hasta que estuviesen impregnados
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completamente para realizar cortes coronales de 50um en un micrétomo de congelacién

(Thermo, Microm).

6. Inmunohistoquimica

Con el fin de medir plasticidad neuronal se utilizd un anticuerpo anti Arc, este es un
gen de expresion temprana (IEG) ampliamente utilizado como marcador de plasticidad
neuronal (Clark, 2001). Este fenomeno, (la plasticidad), depende de la activacion de los
canales de NMDA, lo cual induce la transcripcion del mRNA de Arc (Link, 1995; Waltereit, et
al. 2001), el cual se traslada a las dendritas donde se acumula y traduce (Bramham, 2010).
Ademas la expresién de Arc juega un rol critico en la fase de mantencion de la LTP y

consolidacién de memorias a largo plazo (Plath y Ohana. 2009; Guzowski, 2000).

Para medir la actividad de la neuronas histaminérgicas se realizd6 una doble
inmunohistoquimica para expresion del marcador de fenotipo histaminérgico Adenosin
Deaminasa (ADA) y un marcador de actividad neuronal c-Fos, este Gltimo corresponde a un
gen de expresion temprana, el cual se expresa en las neuronas luego de una despolarizacion
sostenida de la membrana, debido a un aumento del calcio intracelular y/o un aumento en los
niveles de cAMP. (Harris, 1998; Morgan, 1991; Sheng, 1990). En cuanto al uso de ADA, se
ha demostrado que las neuronas histaminérgicas, junto con expresar la enzima histidina-
descarboxilasa (HDC, la cual sintetiza la histamina), co-expresan ADA. Basado en que casi
todas las neuronas que expresan HDC, también expresan ADA, es valido utilizar este

marcador para fenotipo histaminérgico (Flores-Balter, 2016; Senba, 1985).

Se obtuvieron tres series de cortes coronales de cerebro de 50um, de las cuales dos se
utilizaron para inmunohistoquimica, y la restante se reservo en caso de tener errores en los
procedimientos de IHQ vy la realizacion de la tincion de Nissl (Cresil violeta).
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Los cortes flotantes fueron incubados en H20: al 0.3% por 30min, luego lavados en
PBS vy transferidos a una solucion de bloqueo (0.4% Triton X-100, 0.02% de azida de sodio y
3% de suero normal de cabra en PBS) por una hora. Luego fueron incubados con anticuerpo
policlonal para Arc (Synaptic Systems, Goettingen, Germany,, diluido 1:5000 en la solucion
de blogueo por toda una noche a temperatura ambiente. Aquellos cortes seleccionados para
doble IHQ para c-Fos y ADA (del TMN), se incubaron con el anticuerpo primario de Fos
(anticuerpo policlonal de conejo anti-fos, Ab-5, Oncogene, San Diego, CA, diluido en una
razon de 1:20,000) en la solucion de bloqueo durante toda la noche a temperatura ambiente.
Los cortes fueron lavados en PBS por 1 hora antes de ser incubados con el anticuerpo
secundario, [Biotin-SP-conjugated Affinipure goat antirabbit 1gG (H+L) de Jackson
InmunoResearch, PA, USA] diluido 1:1000 en 0.4% Triton X-100 y en suero normal de cabra
al 1,5% en PBS. Luego del lavado con PBS por 40 minutos, los cortes fueron incubados por
1h en el kit Vectastain ABC Elite (Laboratorios Vector, CA, USA, diluido 1:500 en PBS),
lavado e incubado en una solucién al 0.05% de 3-3° diaminobencidina Hidrocloruro (DAB),
la cual contiene 0.003% de H>O> y 0.05% cloruro de niquel para generar una reaccion cuyo
producto sea azul oscuro. Los cortes seleccionados del TMN c-Fos*, fueron sometidos a una
segunda inmunohistoquimica para identificar neuronas histaminérgicas ADA-ir. Esta se
realizd luego de completado el proceso anteriormente descrito y después de un lavado durante
toda una noche en PBS con azida de sodio al 0.02%. Luego se repitio el proceso anterior pero
esta vez usando como anticuerpo primario uno contra ADA y luego revelando con DAB sin
(intensificacion de niquel), de esta manera se obtuvo un precipitado citoplasmatico de color
café que contrastara con el precipitado de localizacion nuclear y de color azul oscuro para Fos
(intensificacion con Niquel). El anticuerpo que se utilizo fue anti ADA (Policlonal, hecho en

conejo, diluido en 1:10000, de Chemicon, CA, USA)
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7. Cuantificacion de la expresion c-fos, Arc, ADA-fos:

Se midi6 la inmunoreactividad del TMN vy del hipocampo a través de la contabilizacién
de neuronas inmunoreactivas (c-Fos, Arc, ADA), bilateralmente, en 3 cortes coronales de
cada estructura por rata. Se contaron las neuronas Arc® en hipocampo (Bregma -2,4mm; -
2,92mm y -3,36mm) y las neuronas doblemente marcadas para c-fos y ADA a través de 3
cortes consecutivos del ndcleo tiberomamilar (Bregma -3,72mm; -3,84mm y -3,96mm). Se
utilizaron microfotografias y se contaron las neuronas con el software ImageJ (NIH, Bethesda;
ML, USA), a la vez que se establecid la densidad neuronal del hipocampo determinando el
area de la capa granular del giro dentado en cada corte, y la densidad del TMN sobre una grilla

de 0,125mm? (Flores-Balter, 2016)
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RESULTADOS

Efecto del ejercicio fisico sobre el rendimiento en una tarea de memoria (Prueba

de localizacion de objetos)

Se analiz6 el efecto del ejercicio voluntario en el rendimiento de la prueba de
localizacion de objetos, expresado como el porcentaje de tiempo de exploracion del objeto que
cambia de posicion (02) respecto al tiempo total de exploracién de los objetos. Al comparar el
rendimiento 60 minutos luego de la familiarizacion entre los grupos sedentario y ejercicio,
como se observa en la Figura 6 (grupos espontaneo, cesarea y AP), no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los grupos (AP p=0,256; Cesarea p=0,671 y
espontanea p=0,407 en t de student). Al analizar estos mismos grupos 24 horas después de la
prueba se observo que el grupo de ratas con AP que realizaron ejercicio evidenciaron mejoras
en su desempefio en relacion a su contraparte sedentaria, (p=0,039 en t de student), no se
encontraron diferencias en los grupos espontaneo y cesarea (p=0,244 y p=0,076

respectivamente en t de student; ver Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje de tiempo de exploracién en la prueba de localizacién de objeto en la condicion
sedentaria y en ejercicio de los grupos asfixia (n=6 sedentario, 5 ejercicio), cesarea (n=6) y espontaneo (n=6) 1h
(columna izquierda) y 24h (columna derecha) posterior a la familiarizacion. Los puntos grises muestran la
distribucion de los datos, el punto negro muestra el promedio + el error estandar. *p<0,05 Prueba t-Student

Al comparar el porcentaje de tiempo de exploracién de un objeto en una nueva
ubicacion a las 24h de los grupos sedentarios (Figura 7A) o de los grupos en ejercicio (figura
7B) no se observaron diferencias significativas (p=0,09 y p=0,752 respectivamente, ANOVA

de una via).
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Figura 7: Porcentaje de tiempo de exploracién en la prueba de localizacion de objetos en la condicion
sedentaria (A) y en ejercicio (B) de los grupos asfixia (n=6 sedentario, 5 ejercicio), cesarea (n=6) y
espontaneo(n=6) 24 horas posteriores a la familiarizacion a la prueba. La linea punteada marca el 50% del tiempo
de exploracion. Los datos se ilustran como el promedio el error estandar. ANOVA de una via.

Debido al antecedente de que las ratas con AP tienen un peor desempefio que las ratas
nacidas por cesarea, en cuanto a memoria espacial, (Galeano, 2011), en el laberinto acuético
de Morris, se realiz6 una comparacion sélo entre estos dos grupos para determinar si se
encontraba la misma diferencia, considerando también que es una prueba distinta, localizacién
de objetos. Al realizar dicha comparacién a las 24 horas luego de la prueba de familiarizacién
de la prueba de reconocimiento de objetos, entre el grupo AP y cesarea en condicién
sedentaria se encuentra que el segundo tiene mejor rendimiento (p=0,026 en prueba de Mann-
Whitney). Al realizar este mismo analisis en los grupos AP y cesarea en ejercicio, se encuentra
también una mejor memoria de las ratas nacidas por cesarea, (p=0,016), como se puede

observar en la figura 8.
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Figura 8: Porcentaje de tiempo de exploracion en la prueba de localizacion de objetos a las 24 en la condicion
sedentaria (A) y en ejercicio (B) de los grupos asfixia (n=6 sedentario, 5 ejercicio) y cesarea (n=6). *p<0,05 en
prueba de Mann-Whitney

Parametros de ejercicio

Se analizaron los siguientes parametros de ejercicio: velocidad maxima alcanzada
(vam) en una trotadora acondicionada (antes y después de los 21 dias de ejercicio), velocidad
en rueda, distancia total recorrida y distancia diaria promedio, como indicador de mejora en la

capacidad de ejercicio de los distintos grupos de animales.

No se encontraron diferencias en los diferentes grupos en la velocidad alcanzada en la
prueba de ejercicio al comparar el valor inicial (vaml), con el valor obtenido luego de 21 dias
(vam2) de acceso a rueda (p=0,396 ANOVA de dos vias, figura 9). Tampoco se encontraron
diferencias en cuanto a la velocidad promedio registrada en la rueda entre los diferentes
grupos (p=0,26 en ANOVA de rangos), con velocidad promedio del grupo AP 2,64km/h y
2,66km/h en el grupo cesarea. ElI grupo espontaneo registro un promedio de 3,2km/h, sin
embargo este resultado se debe interpretar con precaucion, debido al n=2 de este grupo en esta
variable, que fue menor que el resto de los grupos debido a problemas técnicos con el registro

de velocidades.
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Figura 9: Prueba de ejercicio. Se ilustra la velocidad méaxima alcanzada (vam) por las ratas previo al
acceso a rueda (velocidad en trotadora), (vaml, las barras grises) y posterior a 21 dias ejercicio (vam2,
barras negras) en las condiciones de asfixia (n=5), control cesarea (n=6). Control espontaneo (n=6) + error
estandar. ANOVA de dos vias

Ya que la variacion entre la velocidad inicial alcanzada en la trotadora, y el registro
obtenido luego de 21 dias de ejercicio, y que la velocidad promedio no tuvo variacion entre los
diferentes grupos en ejercicio. Se analiz6 la variacion de la velocidad promedio registrada en
la rueda al comparar los primeros 3 dias con los ultimos 3 dias en las diferentes condiciones de
ejercicio, como se expresa en la figura 10. Las ratas asficticas corrieron a velocidades menores
en relacion al grupo cesérea al inicio de los 21 dias de ejercicio (p<0,05 en ANOVA de dos
vias, post hoc método de Holm-Sidak). Producto del ejercicio, las ratas asficticas aumentaron
su velocidad promedio en la cual corrieron en la rueda, al comparar inicio (primeros 3 dias),
con el final del periodo de ejercicio (ultimos 3 dias; p<0,05 en ANOVA de dos vias. Post hoc

método de Holm-Sidak).
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Figura 10: comparacién entre la velocidad promedio alcanzada por las ratas en la rueda de ejercicio. Primeros 3
dias versus ultimos 3 dias. *p<0,05 (comparacién velocidad inicial vs final en misma condicién de nacimiento),
#p<0,05 (comparacion velocidad promedio inicial entre diferentes condiciones de nacimiento). ANOVA de dos
vias, post hoc método de Holm-Sidak. (Grupo cesarea n=4; grupo asfixia n=5)

En cuanto a la distancia total recorrida registrada durante 21 dias, no se encontraron
diferencias entre el grupo cesarea o asfixia (p=0,067 en t de student). Si en cambio, se analiza
la distancia promedio recorrida diariamente (ver figura 11 A), las ratas asficticas corrieron en
promedio cada dia, distancias mucho mayores que el grupo control cesarea, (p<0,001 ANOVA
de dos vias), los datos obtenidos del grupo espontaneo en cuanto a distancia no se presentan,
ya que es un n muy pequefio (n=2), no permitiendo mayores analisis. La variacién de la
distancia promedio recorrida diariamente entre el grupo asfictico y control cesarea se observa
en la figura 11 B, encontrando que el grupo asfixia corri6 distancias mayores especificamente
en los dias 15 a 20, dentro del periodo de ejercicio, en relacién al grupo cesarea (p<0,05 en

ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-Sidak).
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Figura 11: A Distancia promedio recorrida diariamente en la rueda de ejercicio de los grupos asfixia (n=5) y
control cesarea (n=6).*p<0,05; **p<0,001 ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-Sidak. B Distribucion
diaria de la distancia recorrida en promedio de los grupos asfixia (n=5, linea negra) y control cesarea (n=6, linea

gris).
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Efecto del ejercicio sobre la plasticidad neuronal hipocampal

Con el fin de estudiar el correlato neuroanatomico funcional de nuestros estudios
conductuales se analiz6 la densidad de neuronas inmunoreactivas para Arc (proteina asociada

al citoesqueleto regulada por actividad) en el hipocampo, como marcador de plasticidad.

Al analizar las neuronas inmunoreactivas para Arc en el hipocampo, se encontré que
estas se encontraban fundamentalmente en la capa granular del giro dentado, por lo tanto se
compararon los diferentes grupos en base al promedio de la densidad de neuronas
inmunoreactivas para Arc (ir-Arc) normalizado por unidad de area, (ARC/mm?) en esta
estructura. Al realizar un ANOVA de dos vias, para relacionar ejercicio y la condicién de
nacimiento (cesarea, AP y espontanea) respecto a la densidad de neuronas inmunoreactivas a
Arc, se encontrd que el régimen de ejercicio aumenta la expresion de Arc, (p=0,028 en
ANOVA de dos vias). Al comparar los diferentes subgrupos en base a su condicion de
gjercicio, se encontrd solo en el grupo de ratas asficticas en ejercicio una mayor densidad de
neuronas ir-Arc que en su control sedentario (p<0,05 en ANOVA de dos vias, post hoc
método de Holm-Sidak) (Figura 12 A y B). No existen diferencias al comparar todos los
grupos sedentarios entre si, ni al realizar esta misma comparacién entre todos los grupos en
gjercicio, y esta variacion observada en las ratas asficticas es significativa tanto en la banda
suprapiramidal como infrapiramidal (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak.

Figura 13)

38



Espontanea Cesarea Asfixia

Sedentario

Ejercicio

1000 -

N *
IS
£ 800 ~
0
¥ 600
<
@ 400 - [ Sedentario
= Hl Ejercicio
5 200 -
[}
z

0

Espontanea Cesarea Asfixia

Figura 12: A. Microfotografias del giro dentado de ratas en la condicion sedentaria (panel izquierdo) y con
gjercicio (panel derecho) de los grupos asfixia (panel superior), control cesarea (panel medio) control espontaneas
(panel inferior). Las neuronas Arc* se indican por las flechas negras. Barra de escala 2mm B. Anélisis
densitométrico de las neuronas inmunoreactivas para Arc en el giro dentado en la condicion sedentaria (barras
grises) y con ejercicio (barras negras) de los grupos asfixia (N=5sedentario, Dejercicio), control cesarea (n=6) control
espontaneas (N=Ssedentario, 4ejercicio). LOS datos se ilustran como el promedio el error estandar, *p<0,05
(comparacidn sedentario vs ejercicio en subgrupos) ANOVA de dos vias post hoc método de Holm-Sidak.
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Figura 13: Analisis densitométrico de la distribucién de la densidad de neuronas ARC*/mm? por banda en
el giro dentado. A Banda suprapiramidal. B Banda infrapiramidal. Ambos en la condicion sedentaria (barras
grises) y con ejercicio (barras negras) de los grupos asfixia (N=5sedentario, Dejercicio), control cesarea (n=6) control
espontaneas (N=Ssedentario, 4ejercicio). LOS datos se ilustran como el promedio + el error estandar, *p<0,05

(Sedentario vs ejercicio en misma condicion de nacimiento). #p<0,05 ANOVA de dos vias (todos los grupos
sedentarios vs ejercicio), post hoc método de Holm-Sidak
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Efecto del ejercicio sobre la actividad histaminérgica cerebral

Con el objetivo de determinar si el ejercicio fisico voluntario modula la actividad
histaminérgica cerebral en ratas con asfixia, se analizd la inmunoreactividad de neuronas del
nucleo taberomamilar (tanto dorsal (TMND), como ventral (TMNV)) mediante la inspeccion
de 3 cortes coronales secuenciales en el eje anteroposterior de estas estructuras como ha sido
descrito previamente (Valdes et al. 2005), obteniéndose el porcentaje de neuronas doblemente
inmunoreactivas para c-Fos y ADA (es decir neuronas histaminérgicas que presentaron
actividad durante el procedimiento experimental) sobre el total de neuronas con fenotipo

histaminérgico (neuronas ir-ADA).

Al comparar el porcentaje de neuronas c-Fos*/ADA" en el TMNV entre los grupos que
realizaron ejercicio y los sedentarios en las diferentes condiciones estudiadas, se encontrd que
el hecho de correr produce un aumento sobre el porcentaje de estas neuronas en las diferentes
condiciones de nacimiento, como puede apreciarse en la figura 14 B (p<0,001 ANOVA de dos
vias) encontrando un aumento significativo en el porcentaje de neuronas doblemente
inmunoreactivas para los grupos espontaneo y cesarea con ejercicio (p<0,05 ANOVA de dos
vias, método de Holm-Sidak), comparado con sus respectivos grupos sedentarios.
Adicionalmente las ratas asficticas que hacen ejercicio presentan un menor porcentaje de
neuronas doblemente inmunoreactivas al compararlas con el grupo control cesarea o
espontaneo en ejercicio (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak en cada caso).
En el TMND, el hecho de correr también produce un aumento sobre el porcentaje de
activacion de las neuronas histaminérgicas (p<0,001 en ANOVA de dos vias), lo cual fue
significativo entre todos los grupos al comparar condicion de ejercicio con sedentario (p<0,05,

ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak), con un aumento en los grupos controles y una
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disminucién en el porcentaje de neuronas doblemente inmunoreactivas (c-Fos”/ADA") en el
grupo asfictico; figura 15 B. Es también relevante el hecho de que en los grupos en condicién
sedentaria, el grupo asfictico presenta un mayor porcentaje de activacion de neuronas
histaminérgicas (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak) al compararlo con el

grupo espontaneo o cesarea.
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Figura 14: A Microfotografias representativas del TMNV tanto de ratas sedentarias (columna izquierda), como
en ejercicio (columna derecha) de ratas asficticas (panel superior), control cesarea (panel medio) y control
espontaneo (panel inferior). Las flechas negras indican neuronas ADA*, la flecha blanca indica neuronas doble
IR, c-Fos/ADA. Barra de escala 100 B Porcentaje de neuronas doblemente IR para c-Fos y ADA en el TMNV.
Promedio obtenido + el error estandar tanto en la condicion sedentaria (barras grises) como en ejercicio (barras
negras). Grupo asfixia (Sedentario: n=4; Ejercicio n=3). Cesarea (Sedentario: n=7; Ejercicio: n=4) Espontaneo
(Sedentario: n=5; Ejercicio n= 4). *p<0,05 (sedentario vs ejercicio en misma condicién de nacimiento); #p<0,05
(comparacidn entre grupos en ejercicio) ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak.
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Figura 15: A Se ilustran microfotografias representativas del TMND tanto de ratas sedentarias (columna
izquierda), como en ejercicio (columna derecha) de ratas asficticas (panel superior), control cesarea (panel
medio) y control espontaneo (panel inferior). La flecha negra representa una neurona ir-ADA, la flecha blanca
representa una neurona doble IR, c-Fos*/ADA*. Barra de escala 100pum. B Se ilustra el porcentaje de neuronas
doblemente IR para c-Fos y ADA en el TMND. Se ilustra el promedio obtenido + el error estandar tanto en la
condicién sedentaria (barras grises) como en ejercicio (barras negras). Grupo asfixia (Sedentario: n= 3; Ejercicio
n=4). Cesarea (Sedentario: n=4; Ejercicio: n=3) Espontaneo (Sedentario: n=6; Ejercicio n=4). *p<0,05
(comparacién sedentario vs ejercicio en misma condicién de nacimiento); &p<0,05 (comparacidon grupos
sedentarios) ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak.
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Al analizar la densidad de neuronas histaminérgicas activas en el TMN (ndmero de
neuronas doble inmunoreactivas ADA*/c-Fos* por milimetro cuadrado), se encontré que la
densidad de neuronas doblemente ir- ADA*/c-Fos®™ en el TMNV depende del régimen de
ejercicio presente, (p<0,001 en ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-Sidak),
encontrando una mayor densidad en el grupo espontaneo ejercicio en relacion a su control
sedentario, figura 16 A, (p<0,05 en ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-Sidak). Al
comparar los grupos en ejercicio, se encontré que el grupo espontaneo presenta una mayor
densidad neuronal que el grupo asfixia o cesarea y que el grupo cesarea también presenta una
mayor densidad de neuronas doblemente inmunoreactivas en relacion al grupo asfixia, (p<0,05
ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak), no se encontraron diferencias al comparar los
diferentes grupos sedentarios. En el TMND se encontr6 que la densidad de neuronas ADA"/c-
Fos* aumenta con el ejercicio (p=0,014 en ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-
Sidak; figura 16 B), aumentando este parametro (densidad) en el grupo espontaneo producto
del ejercicio respecto a su control sedentario, (p<0,05 en ANOVA de dos vias, post hoc
método de Holm-Sidak). Dentro de los grupos sedentarios, fue el grupo asfictico el que
presenté mayor densidad de neuronas ADA*/c-Fos™ al compararlo con ambos grupos controles
(p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak), no existiendo diferencia entre los

grupos en ejercicio.
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Figura 16: Densidad de neuronas doblemente inmunoreactivas para c-Fos y ADA en el TMN. Los datos se
expresan como promedio obtenido + el error estandar tanto en la condicion sedentaria (barras grises) como en
ejercicio (barras negras). A TMNV: Grupo asfixia (Sedentario: n=4; Ejercicio n=3). Cesarea (Sedentario: n=7;
Ejercicio: n=4) Espontaneo (Sedentario: n=5; Ejercicio n= 4). B TMND: Grupo asfixia (Sedentario: n= 3;
Ejercicio n=4). Cesérea (Sedentario: n=4; Ejercicio: n=3) Espontaneo (Sedentario: n=6; Ejercicio n=4). *p<0,05
(sedentario vs ejercicio en misma condicion de nacimiento); #p<0,05 (comparacion entre diferentes condiciones
de nacimiento bajo el mismo régimen de ejercicio) en ANOVA de dos vias, post hoc método de Holm-Sidak.

Al analizar la densidad de neuronas histaminérgicas (ADA*/mm?) en el TMNV, se
encontr6 que la densidad de estas neuronas entre los diferentes condiciones de nacimiento
depende del régimen de ejercicio (sedentario/ejercicio) existente, (p=0,009 ANOVA de dos
vias) como se observa en la figura 17 A. En este andlisis el grupo de ratas asficticas
sedentarias presentdé una menor densidad de neuronas histaminérgicas al compararla con los
grupos controles sedentarios (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak). Al
comparar los grupos en ejercicio, no hay diferencias entre el grupo asfixia con los controles,
pero si hay una menor densidad de neuronas histaminérgicas en el grupo cesarea en relacion al
espontaneo (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak). En el grupo cesarea,
existié una disminucion significativa de la densidad neuronal (ir-ADA) producto del ejercicio

(p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak)
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Al realizar este mismo analisis en el TMND, también se encontrdé que la densidad de
estas neuronas, entre los diferentes condiciones de nacimiento, depende del régimen de
ejercicio (sedentario/ejercicio) existente, (p=0,019 ANOVA de dos vias). Las ratas asficticas
presentaron menor densidad de neuronas ir-ADA al compararlas con el grupo espontaneo en la
condicion sedentaria (p<0,05 ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak), no existiendo
diferencias entre los grupos en ejercicio. Por otra parte al realizar una comparacién dentro de
los grupos en misma condicién de nacimiento, se encontrd un incremento de la densidad de
neuronas histaminérgicas en el TMND de las ratas asficticas producto del ejercicio (p<0,05

ANOVA de dos vias, método de Holm-Sidak). Figura 17 B.

47



#

[ Sedentario
# I Ejercicio
A &
1000 1 -

N
= *x
£ 8001 —
< <
<F 600 A Z
w400 A <
S
5 200 1
Z

0

Espontanea Cesarea Asfixia
[ Sedentario
I Ejercicio

~ 1000 - B
S #
+§ 800 - | %
<
2 600 - 2
‘o 400 prd
g W]
2 200
= i
z

0

Espontanea Cesarea Asfixia

Figura 17: Densidad de neuronas ir- ADA en el TMNV (A) y TMND (B). Los resultados se expresan como el
promedio * error estandar de los grupos sedentarios (barras grises) y grupos en ejercicio (barras negras) en las
diferentes condiciones analizadas. * p<0,05 (sedentario vs ejercicio en misma condicién de nacimiento); #p<0,05
(comparacidn entre grupos sedentarios); & p<0,05 (comparacion entre grupos en ejercicio) ANOVA de dos vias,
método de Holm-Sidak. TMNV: Grupo asfixia (Sedentario: n=4; Ejercicio n=3). Cesarea (Sedentario: n=7;
Ejercicio: n=4) Espontaneo (Sedentario: n=5; Ejercicio n= 4) TMND: Grupo asfixia (Sedentario: n= 3; Ejercicio
n=4). Cesérea (Sedentario: n=4; Ejercicio: n=3) Espontaneo (Sedentario: n=6; Ejercicio n=4)
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Correlacién entre las variables observadas

Al correlacionar los resultados obtenidos entre las diferentes variables observadas
(distancia, velocidad promedio), versus rendimiento en prueba de localizacion de objetos
(conducta), (tabla 1); pardmetros de inmunohistoquimica (densidad de ir-Arc, densidad de ir-
Fos/ADA vy densidad de neuronas ir-ADA), versus parametros de ejercicio, (tabla 2); o
conducta versus parametros de inmunohistoquimica (tabla 3) entre todos los grupos
estudiados, no se encontraron relaciones a nivel global (todos los grupos) o dentro de la misma
condicion de nacimiento, independiente del régimen de ejercicio (grupo). Al realizar este
andlisis de manera especifica, segin condicion de nacimiento y régimen de ejercicio presente,
se encontré que la expresion de ADA se correlaciona con la velocidad promedio en la rueda de
gjercicio, solo en el grupo de ratas asficticas con acceso a rueda, y se puede observar la
distribucion de los datos en la figura 18 (p=0,034; R=0,966 en regresion lineal). La otra
relacion encontrada, fue entre la densidad de neuronas doblemente inmunoreactivas ADA/Fos
con la distancia recorrida (figura 19), en el grupo de ratas cesarea en ejercicio, (p=0,024;
R=0,976 en regresion lineal). No se considerd en los analisis al grupo espontaneo en ejercicio

por su bajo n obtenido, debido a dificultades metodoldgicas.

Tabla 1: Relacion entre la conducta observada y parametros de ejercicio en rueda. Regresion lineal

Ejercicio
Velocidad Distancia
r p n r p n

Todos los
g grupos 0,184 0,784 8 0,379 0,354 8
-§ Espontaneo s/C s/C 2 S/C S/C 2
S Cesdrea 0,209 0,791 4 0,424 0,576 4

Asfixia 0,245 0,755 4 0,33 0,67 4
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Tabla 2: Relacion entre analisis inmunohistoquimicos y parametros de ejercicio en rueda, entre los grupos de

estudio. Regresidn lineal. Las celdas en gris identifican las correlaciones significativas.

Ejercicio
Velocidad Distancia

r P n r p n

Todos los grupos 0,436 0,18 11 0,505 0,113 11

9 Espontaneo S/C S/C 2 S/C S/C 2
< Cesdrea 0,702 0,12 6 0,534 0,276 6
Asfixia 0,63 0,254 5 0,343 0,572 5

" Todos los grupos 0,334 0,418 8 0,213 0,612 8
£ |Esponténeo s/C s/Ic_ | 2| s/c s/C | 2
:o: Cesdrea 0,576 0,424 4 0,976 0,024 4
Asfixia 0,174 0,826 4 0,551 0,449 4

Todos los grupos 0,000723 0,999 8 0,423 0,296 8

<ot Espontaneo S/C S/C 2 S/C S/C 2
< Cesarea 0,738 0,262 4 0,853 0,147 4
Asfixia 0,966 0,034 4 0,883 0,117 4

Tabla 3: Relacion entre la conducta observada y analisis de inmunohistoquimica, entre los grupos de estudio.

Regresion Lineal.

Histologia

Arc ADA/fos ADA
r o fnl r [p|n[r]5p [n
Todos los grupos 0,0516 0,783 31| 0,0212 0,915 28|0,213 0,278 28
Sedentario | 0,574 0,234 6 0,013 0,98 60,423 0,403 6
Espontaneo | Ejercicio 0,201 0,799 4 0,589 0,411 40,255 0,745 4
o Grupo 0,0833 0,819 10 0,154 0,672 10|0,371 0,292 10
é Sedentario | 0,244 0,641 6 | 0,000322 1 6 {0,339 0,511 6
g Cesdrea | Ejercicio 0,533 0,276 6 0,489 0,511 40,463 0,537 4
© Grupo 0,271 0,395 12 0,206 0,527 10|0,393 0,261 10
Sedentario | 0,393 0,607 4 0,869 0,131 40,325 0,675 4
Asfixia Ejercicio 0,391 0,515 5 0,556 0,444 4 10,668 0,933 4
Grupo 0,281 0,464 9 0,46 0,252 8 | 0,54 0,167 8
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Figura 18: Regresion lineal entre la densidad de neuronas doble ir-ADA/Fos, y la distancia total recorrida en

rueda en el grupo cesarea en ejercicio. n=4.
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Figura 19: Regresion lineal entre la densidad de neuronas ir-ADA, y la velocidad promedio en rueda de

ejercicio, en el grupo asfixia en ejercicio., n=4
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DISCUSION

En este estudio se encontro que: a) las ratas asficticas que realizaron ejercicio fisico
voluntario tuvieron mejoras en su rendimiento en la prueba de memoria, 24 horas luego de la
familiarizacion, al compararlas con su grupo control sedentario. Ademas, en el grupo antes
mencionado, el rendimiento en esta misma prueba es equivalente al de los grupos controles en
ejercicio. B) No se evidenciaron diferencias en pardmetros del ejercicio como la capacidad de
ejercicio medida en la trotadora, asi como tampoco en la velocidad promedio alcanzada en la
rueda de ejercicio durante los 21 dias de acceso a ella. Sin embargo se encontré6 un aumento
significativo en la distancia recorrida promedio/ dia entre el grupo de ratas asficticas respecto
a su grupo control, y también un aumento en la velocidad promedio alcanzada en la rueda de
ejercicio (inicio vs final del periodo de ejercicio). C) el ejercicio fisico indujo un incremento
en la inmunoreactividad para Arc en el DG en el grupo con AP comparado con su control
sedentario. D) La actividad histaminérgica cerebral aumentd en los grupos controles en
gjercicio (porcentaje de neuronas doble ir c-Fos*/ADAY) tanto en el TMNV como TMND; en
cambio el grupo asfixia en ejercicio disminuyd su porcentaje de activacion en el TMND, sin
presentar cambios este aspecto en el TMNV. Al analizar la densidad de neuronas c-
Fos*/ADA?, se observéd que en los grupos sedentarios en el TMNV no existen diferencias, y
por el contrario en el TMND el grupo asfixia presenta una mayor densidad de neuronas
doblemente inmunoreactivas en relacion a sus controles sedentarios. S6lo el grupo de ratas
espontaneas presentd un aumento de las neuronas doblemente inmunoreactivas por causa del
gjercicio (TMNV y TMND). Por otra parte, en cuanto a la densidad de neuronas
histaminérgicas de los grupos sedentarios, se encontré que las ratas asficticas tienen una

menor densidad de neuronas ir-ADA tanto en TMNV (al igual que en reportes previos, Flores-
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Balter, 2016) como TMND. No se observaron diferencias en la densidad de neuronas
histaminérgicas en las ratas asficticas en ejercicio en relacion a sus grupos controles en
ejercicio en ambas estructuras. Cabe destacar que el ejercicio indujo un aumento en la
densidad de neuronas ADA* en el TMND de las ratas asficticas. E) no se encontraron
correlaciones globales entre las variables estudiadas, s6lo en grupos especificos; Asfixia en
ejercicio, correlacion entre velocidad promedio en rueda y expresion de ADA; Cesarea en

gjercicio, correlacién entre distancia y neuronas doble ir-ADA/Fos.

Las ratas que practicaron ejercicio por 21 dias mostraron diferentes cambios a nivel
conductual (mejoras en la memoria) como a nivel neurofisiologico (expresion de Arc,
activacion del sistema histaminérgico), estos hallazgos van a la par con otros estudios
realizados con ratas sin alteraciones neuroldgicas, en los que se demuestra que 21 dias de
ejercicio es suficiente para obtener los cambios esperados, como mejoras en la memoria
espacial a largo plazo, la memoria de trabajo y la densidad neuronal en el hipocampo

(Radahmadi y cols, 2015; Wang y Wang, 2016).

A nivel conductual, el ejercicio fisico provocé mejoras en las ratas asficticas en el
rendimiento de la prueba de localizacion de objetos. Existe evidencia sobre los efectos
benéficos del ejercicio al evaluar las capacidades de memoria en ratas, utilizando el paradigma
de reconocimiento de objetos, incluso cuando son evaluadas 24 horas posteriores a la
familiarizacion, (O’Callaghan y cols, 2007). No existen, sin embargo, estudios del efecto del
gjercicio fisico sobre la memoria de ratas con AP. En la tarea evaluada (prueba de
reconocimiento de objetos en la version localizacion espacial de objetos) el hipocampo es
fundamental para la realizacion de la misma, ya que lesiones bilaterales de esta estructura

provocan serios déficits en el rendimiento de ratas en esta prueba (Barker y Warburton. 2011),
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conjuntamente existe evidencia que la AP induce diversos dafios en el hipocampo por su alta
sensibilidad al déficit de oxigeno (Simola y cols 2008, Galeano y cols 2011) razén por la cual
se esperaba un mal rendimiento del grupo AP sedentario en esta prueba en relacion a los
grupos controles en mismo régimen de ejercicio, lo cual no fue encontrado al comparar los 3
grupos. Al comparar el grupo asfixia y cesarea se encontraron diferencias significativas en
memoria espacial (p<0,05 en prueba de Mann-Whitney), tanto al comparar los grupos
sedentarios y en ejercicio a 24 horas de la prueba de familiarizacion, evidenciando déficits en
memoria espacial, resultados que van en linea con resultados de estudios previos (Galeano y
cols. 2011), asi como, al hecho de que el ejercicio favorecié la memoria espacial, pero a un

nivel menor que en el grupo cesérea

Llama la atencion en los grupos controles, (espontaneo y ceséarea), que no se
encontraran diferencias significativas como efecto del ejercicio al comparar conducta
(sedentario versus ejercicio), sin embargo se debe considerar de que el grupo cesarea estuvo
cercano a la significancia en esta comparacion con un p=0,076 en t de student. Si en cambio se
realiza un test no paramétrico (si bien los datos tienen una distribucién normal, es mas correcta
su utilizaciéon debido al pequefio tamafio muestral) se obtiene un p=0,052 en la prueba de
Mann-Whitney. Por lo tanto, con un aumento del tamafio muestral se observarian diferencias
significativas en este grupo control, lo que va a la par con lo esperado y a la evidencia

disponible.

Se encontro que el ejercicio fisico indujo un aumento de la densidad de neuronas ir-Arc
en la capa granular del giro dentado en el hipocampo de ratas asficticas que realizaron
ejercicio (ambas bandas supra e infrapiramidal), indicando una mayor plasticidad en esta zona.

Existen antecedentes de que el ejercicio fisico regular es capaz de provocar mejoras en la
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respuesta y excitabilidad de las neuronas de esta capa (Trivifio-Paredes y cols, 2016), por otro
lado, la transcripcion de ARC es activada por estimulos que codifican el aprendizaje
dependiente de hipocampo (con tan solo un ensayo), en la consolidacion del LTP y en la
formacion de memorias a largo plazo en tareas de aprendizaje implicito y explicito (Eriksson
TM et al. 2012; Miyashita et al. 2009; Niels y cols, 2006). Tal es su importancia que, en
ratones knock-out para Arc, se encontrd que presentan una escasa capacidad de aprendizaje en
tareas de reconocimiento de objetos (Niels y cols, 2006). Es importante destacar la alteracion
existente en la conectividad neuronal y sinaptogénesis en ratas sometidas a AP (Herrera-
Marschitz et al. 2014; Marriott et al. 2015), y si bien, no se encontr6 una relacién directa entre
la expresion de Arc y el rendimiento en la tarea de localizacidn de objetos, el aumento de la ir-
Arc producto del ejercicio, (que implica una mayor plasticidad del hipocampo), podria
explicar el mejor desempefio en esta tarea por un remodelamiento de las conexiones sinapticas
ya alteradas, de este modo el aumento en la expresion de Arc podria correlacionarse con el
desempefio cognitivo pero no de una manera lineal sino como parte de otras posibles
modificaciones inducidas por ejercicio fisico. Para tal fin debieran plantearse estudios
posteriores asociando marcadores pre (sinaptofisina) y post sinapticos (proteina de densidad

postsinaptica 95) a los cambios observados producto del ejercicio.

Otra posible explicacion en relacion al aumento de neuronas ir-Arc puede asociarse a
la vasta evidencia existente sobre el efecto positivo que tiene el ejercicio sobre la
neurogénesis (Cetinkaya y cols, 2013; Kim vy cols, 2010; Praag, 2009; Farmer et al, 2004;
Holmes y cols, 2004, Ma y cols, 2017; Snyder et al, 2009; Wang y Wang 2016). Se ha
observado que el ejercicio fisico mejora la proliferacion de celulas progenitoras neurales, la

maduracion y sobrevida de nuevas neuronas en el giro dentado, fenémeno planteado como una

55



base importante en las mejoras de aprendizaje y memoria, (Wang y Wang, 2016; Ma y cols,
2017), ya que estas neuronas estan mas propensas a generar LTP (Trivifio-Paredes y cols.
2016). Esta descrito ademas que en ratones las nuevas neuronas, generadas a lo largo de 21
dias de ejercicio, presentan mayor ir-Arc y estarian mejor integradas en los circuitos
hipocampales (Snyder y cols, 2009 que junto al hecho de que las nuevas neuronas producidas
tendrian una mayor actividad afectando favorablemente el funcionamiento hipocampal al tener
potenciados sus mecanismos de LTP (Ma et al, 2017). Si bien en el presente estudio no se
evalué neurogénesis en el hipocampo, por lo que no se puede aseverar que las mejoras
conductuales se deban a este fendmeno, la evidencia sugiere una fuerte relacion entre el
ejercicio, neurogénesis y LTP. Futuras investigaciones podrian incluir doble ir-Arc, y a un

marcador de neurogenesis como BdrU (bromo-desoxiuridina) para determinar tal relacion.

Respecto a la intensidad del ejercicio, en el presente estudio se analizé la intensidad a
la cual corrieron las ratas en la rueda de ejercicio en relacion a su velocidad méxima alcanzada
en trotadora. Debido a la diferencia entre el tipo de ejercicio (voluntario en rueda versus
forzado en trotadora), al estrés asociado y a que en rueda se alcanzaron velocidades mucho
mayores, no se pudo determinar la intensidad del ejercicio realizado a través de este método.
Existen antecedentes respecto a la diferencia de velocidad alcanzada dependiendo de la
naturaleza del ejercicio, los resultados obtenidos van a la par con estos hallazgos (Leasure y
Jones, 2008). El ejercicio voluntario en rueda se caracteriza por periodos cortos de ejercicio a
alta velocidad, no alcanzando a ser un ejercicio a alta intensidad, ya que para esto se requiere
una mayor duracion de los periodos de ejercicio lo cual solo se logra en protocolos de ejercicio
forzado (Leasure y Jones. 2008); se desprende entonces que el ejercicio voluntario realizado

por las ratas fue de intensidad leve a moderada. Diversos estudios muestran los efectos
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benéficos de esta intensidad del ejercicio en el funcionamiento hipocampal, demostrado por un
aumento en la neurogénesis, la sobrevida neuronal, la maduracién de nuevas neuronas, los
niveles de BDNF y la memoria dependiente de esta estructura (Trivifio-Paredes y cols, 2016;
Ma y cols, 2017). En cuanto a la distancia recorrida, se encontré una diferencia significativa
de las ratas con AP comparada con el resto de los grupos analizados. Este efecto podria estar
asociado al alto nivel de ansiedad que presentan las ratas con AP (Morales y cols 2008;
Morales y cols. 2010; Duman y cols, 2008), y a que el ejercicio fisico (con bajos niveles de
factores estresantes) posee un efecto ansiolitico segun se ha demostrado en ratas Wistar sin
insultos perinatales (Otsuka y cols. 2015). Sin embargo, se requieren estudios posteriores que
correlacionen la distancia recorrida con pruebas de ansiedad como campo abierto y laberinto
elevando en cruz para poder determinar esta posible relacion, y que ademas permitan ademas
indagar sobre otras variables fisioldgicas. La velocidad promedio alcanzada no tuvo mayores
variaciones al considerar la velocidad promedio de los diferentes grupos, pero al comparar la
velocidad inicial promedio (primeros 3 dias) versus la velocidad promedio final (Gltimos 3
dias en rueda de ejercicio) se encontré un aumento en este parametro en las ratas asficticas,
demostrando el impacto del ejercicio a nivel del sistema osteomuscular y su capacidad de

realizar ejercicio.

La actividad histaminérgica cerebral se estudié en el TMN, realizando una distincion
entre su porcion ventral y dorsal. Si bien, el TMN ha sido subdividido cito-
arquitectonicamente en diferentes porciones (E1-E5, o dorsal y ventral), se cree que actuaria
como una sola unidad funcional (Brown, 2001). Sin embargo, se ha encontrado evidencia de
cierta segregacion funcional, lesiones en TMNV o TMND generan diferentes déficits

conductuales, tales como alteraciones en la actividad motora (TMND) o en la
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termorregulacion (TMNV), frente a conductas apetitivas (Valdés, 2010). Por otro lado, existe
evidencia de una actividad histaminérgica deficiente en el TMNV pero no en el TMND en
ratas asficticas (Flores-Balter y cols, 2016), lo cual crea un precedente de diferenciacion en el

dafio de esta estructura para ratas asficticas, y justifica esta division para analisis.

La densidad de neuronas histaminérgicas (ADA*/mm?), fue menor en el grupo de ratas
asficticas en relacion a sus controles (grupos sedentarios) en el TMNV, lo cual confirma los
estudios previos del laboratorio (Flores-Balter y cols, 2016). En el TMND, en cambio, las
ratas asficticas no tuvieron diferencias con el grupo cesarea, pero si una menor densidad en
relacion al grupo espontaneo. El estudio antes mencionado s6lo consideré grupo asfixia y
grupo cesarea por lo que este hallazgo no tiene un claro referente previo. Siguiendo con los
grupos sedentarios, se observé que en el TMNV de ratas con AP no hay diferencias en los
porcentajes de activacion de estas células respecto a los grupos controles, por lo cual se
desprende una menor actividad de esta estructura producto de la AP. En cambio en el TMND
se podria hablar de una compensacion del sistema histaminérgico del grupo AP, ya que si bien
tiene menor densidad de neuronas ir-ADA, presentaron un mayor porcentaje de activacion

(doble ir-ADA/F0s).

El ejercicio fisico en el grupo de ratas con AP no generd variaciones a nivel del TMNV
en ninguno de los pardmetros estudiados (porcentaje de activacion, densidad de neuronas ir-
ADA y densidad de neuronas doblemente inmunoreactivas). Por otro lado, en el TMND se
observo un aumento en la densidad de neuronas ir-ADA del grupo AP producto del ejercicio,
lo cual podria explicarse por neurogénesis en esta zona. Evidencia reciente demuestra la
existencia de este proceso en ratones adultos gracias a los tanicitos, células gliales con

capacidad de progenitores neurales y/o células madres, que se encuentran cercanos al tercer
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ventriculo, con la capacidad de incorporarse a los circuitos del hipotdlamo. EI mismo estudio
establece que un 47% de estas neuronas se incorporarian al hipotalamo posterior, region donde
encontramos al TMN, (Chaker et al, 2016). Sin embargo, no se encontrd este aumento de
neuronas ir-ADA en los grupos controles producto del ejercicio. Debido a esto y al hecho de
que en esta investigacion no se utilizaron marcadores de neurogénesis, no se puede afirmar la
ocurrencia de este hecho. Por lo tanto, a causa del antecedente de neurogénesis en esta zona,
se deberian disefiar estudios posteriores con uso de marcadores de neurogénesis (ADA*/BdrU*
por ejemplo). Otra opcion del aumento de neuronas ir-ADA, es la posible mayor expresion de
la enzima histidina descarboxilasa, lo cual podria determinarse a través de un western blot. En
el TMND de ratas asficticas, se encontré una disminucion en el porcentaje de activacion
producto del ejercicio, lo cual no necesariamente implica una menor actividad histaminérgica,
ya que este porcentaje se establece sobre el total de neuronas que presentan este fenotipo, el
cual estaba aumentado, y también esta el hecho de que no se encontraron diferencias en la
densidad de neuronas doble ir-ADA/Fos. Un aumento en el porcentaje de activacion del TMN
se podria asociar a los cambios observados en el hipocampo, debido a la conexion existente
entre el TMN y esta estructura que provoca una fuerte estimulacién sobre las neuronas
piramidales y granulares (Brown, 2001), y a que la actividad histaminérgica es necesaria para
la facilitacién de procesos de plasticidad tales como LTP en esta estructura (Luo y Leung,
2010), sin embargo no se encontrd6 este aumento en la activacién (porcentaje neuronas
doblemente ir). Por Gltimo la disminucion en la densidad de neuronas ir-ADA en el grupo
cesarea en ejercicio, no implica necesariamente una muerte celular, sino que probablemente se
deba a una menor expresion de la enzima Adenosin Deaminasa, experimentos adicionales se

necesitan para corroborar esta afirmacion como por ejemplo el conteo de neuronas en la region

59



del TMN por otras aproximaciones tales como tincion de Nissl y andlisis morfologico

detallado de la region.

El ejercicio en los grupos controles provocd un aumento en la actividad histaminérgica,
tanto en TMND como TMNV. Segun reportes previos, las mejoras en aprendizaje y memoria
producto del ejercicio podrian estar mediadas por histamina, (Taati y cols, 2014), sin embargo,
ningun estudio publicado hasta el momento ha registrado un aumento de la actividad
histaminérgica producto del ejercicio, pero tenemos el antecedente de resultados previos de
nuestro laboratorio, donde el ejercicio por si mismo provoca un aumento de la actividad
histaminérgica junto a beneficios a nivel de la memoria en tareas de reconocimiento de objetos
(Grinspun, N. et al., en preparacion). También se debe considerar que el correr es una
actividad que involucra activacion de diversos sistemas sensoriales, generando un alto nivel de
alerta; y que al ser una conducta susceptible de adiccion (Macfarlane, 2016; Berczik, 2012) se
puede considerar como altamente motivante, y es sabido que la histamina es fundamental en el
despliegue de conductas motivadas y que aumentan el nivel de alerta, (Torrealba, 2012;

Valdés, 2010).

En cuanto a las correlaciones observadas, no existen reportes previos en la literatura
que analicen estas variables y sirvan como precedente a los datos aqui observados. Reportes
previos del laboratorio, también registraron una correlacién entre la densidad de neuronas
doble ir-ADA/Fos y distancia, (Grinspun et al, en preparacion). Debido al pequefio tamafio
muestral del estudio, es probable de que existan otras correlaciones entre los parametros
estudiados, no evidenciados hasta el momento, y que puedan aportar mas al entendimiento del
efecto del ejercicio fisico en mejoras cognitivas. Investigaciones futuras debieran indagar al

respecto, considerando un tamafio muestral mayor.
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En suma, el ejercicio fisico provocd mejoras cognitivas (evidenciadas en el grupo AP,
y cercano a la significancia en el grupo cesarea), pero con mecanismos subyacentes diferentes.
Al parecer el sistema histaminérgico no estaria involucrado en la mejora cognitiva observada
en animales con AP producto del ejercicio y las mejoras cognitivas podrian obedecer a
cambios en la plasticidad sindptica en hipocampo (ir-Arc); en cambio en el grupo ceséarea si se
encontré mayor actividad del sistema histaminérgico (porcentaje de neuronas con daoble ir)
producto del ejercicio asociado a una mejora cognitiva, sin cambios en la plasticidad
hipocampal (Arc). Por lo tanto debe existir un mecanismo compensatorio al déficit del sistema
histaminérgico de la AP, asociado a un aumento de la plasticidad hipocampal, la cual puede
estar asociada a un aumento en el LTP, debido a la asociacion de Arc con este fendmeno, o
mejoras en la eficiencia y conectividad sindptica (que se encuentra alterada en AP), o un
mayor numero de neuronas en el giro dentado (debido al efecto en neurogénesis del ejercicio,
y al dafio provocado por la AP en el hipocampo). Al ser este el primer estudio que analiza el
efecto del ejercicio fisico, en ratas asficticas, sobre el aprendizaje y memoria, no hay
referencias al respecto y abre la opcién a diferentes posibilidades y mecanismos que estudien
esta modificacion, pudiendo involucrar una mayor cantidad de variables fisioldgicas
(frecuencia cardiaca por ejemplo), variaciones en la conectividad neuronal (marcadores de
sinaptogénesis, neurogénesis), y bloqueadores de los receptores de histamina, para determinar,

con mayor certeza, en este grupo la posible influencia de este sistema.

Al ser este un estudio preliminar, abre la posibilidad a una serie de otras
investigaciones desde las ciencias bésicas a la clinica en el tema. El modelo de ratas utilizado
refleja una asfixia severa-moderada, pero con consecuencias motoras mas leves que las

expresadas en humanos, (Singer, 2016; Simola, 2008). El poder determinar especificamente el
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efecto a nivel cerebral del ejercicio en la AP, abre la opcion de intervenciones farmacoldgicas
que puedan reemplazar la actividad fisica en individuos con mayores limitaciones motoras,
que no puedan hacer actividad fisica (asfixia severa). Por otra parte, abre la posibilidad de
establecer estudios clinicos en los cuales se pueda validar el efecto benéfico del ejercicio
fisico, en personas secueladas de asfixia perinatal, y a su vez justificaria intervenciones a nivel
de prescripcién de ejercicio, por lo mismo es clave entender que parametros del ejercicio son

realmente relevantes para generar mejoras en este grupo de pacientes.
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