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Il. RESUMEN

La memoria declarativa es una habilidad cognitiva fundamental que nos permite una mejor
adaptacion al ambiente en que vivimos. Esta memoria la podemos dividir en tres diferentes
fases: la adquisicidn, la consolidacion y la evocacidon. Cada una de estas fases requiere de
plasticidad. El ejercicio fisico es una de las condiciones fisiolégicas que mayormente puede
facilitar la adquisicion y/o consolidacion de las memorias declarativas, mediante un
incremento en diversas formas de plasticidad tales como: neurogénesis, dendrogénesis y
angiogénesis, entre otras. Sin embargo, cdémo el ejercicio fisico es capaz de promover estos
cambios pldsticos en el cerebro con el consecuente aumento cognitivo, es algo que hasta hoy
no ha sido claramente establecido. Una de las teorias propuestas es la teoria central, la cual
postula que debido al aumento de actividad eléctrica de tipo theta en hipocampo y cortezas
aledaiias producido durante el ejercicio fisico se generan cambios neuroplasticos que se
traducen en un mejor desempefio de memoria. Por otro lado, se encuentra la teoria periférica
gue plantea que los beneficios del ejercicio en la memoria se deben a la liberacidn de sefiales
humorales que van desde los musculos hacia el SNC. Dado lo anterior cabe cuestionarse si ¢es
el aumento de actividad eléctrica theta hipocampal durante el ejercicio fisico es capaz de
generar un aumento cognitivo? Para testear esta idea se estimulé visualmente en banda theta,
ratas sedentarias, buscando reproducir artificialmente el aumento eléctrico que se produce
durante el ejercicio fisico, y evitando los componentes periféricos propuesto. Posteriormente
se evalud las capacidades de memoria en estos animales mediante una tarea dependiente de

hipocampo.



I1l.ABSTRACT

The human brain needs the coordination of theta (4-8 Hz) and gamma (20-120 Hz) oscillations
to integrate new information into synaptic patterns or neuronal representations to consolidate
new memories. One of the primary sources of increasing those oscillations in the brain is acute
physical exercise. Physical exercise promotes pro-cognitive effects in different cognitive
domains such as executive functions and memory. However, the mechanisms underlying these
positive changes in cognition have not been fully elucidated. In the present investigation, we
successfully promote pro-cognitive effects like those induced by acute physical activity
throughout a minimally invasive procedure consisting of visual stimulation in theta frequency
with a stroboscopic light. Our results show that visual stimulation at theta frequency effectively
induced theta oscillation in the hippocampus and promoted memory enhancement.

In adition, the reversible inactivation of the hippocampus during visual stimulation reduced the
cognitive effect, although the data are not statistically. Nevertheless, the results seem
promising. Considering that these last results have a small sample size, it is not ruled out that
an increase in hippocampal electrical activity simiilar to the observed during physsical activity

mediates positive effects on spatial memory.



IV.INTRODUCCION

La relacidn entre ejercicio fisico y las mejoras en el aprendizaje y memoria se han probado
tanto en el modelo animal como en humanos. (Griffin et al., 2009; van Praag, 2009; van Praag
et al., 1999). El ejercicio tiene efectos positivos en la cognicidon especialmente en la memoria,
provocando transformaciones a nivel de SNC a través de cambios en la neuro plasticidad de
diversas formas, sin embargo, la manera en el que el ejercicio provoca estos cambios en el SNC
es aun discutible y poco entendida. Existen al menos dos teorias explicativas respecto al
mecanismo por el cual el ejercicio fisico genera cambios pldsticos en el SNC. Dentro de las

cuales tenemos:

1. Teoria central.

La teoria central propone que el aumento de la actividad eléctrica hipocampal y de areas
aledafias entorrinales que emerge mientras se realiza actividad fisica, es lo que puede generar
cambios plasticos en el SNC, dado que mientras los individuos caminan una intensa onda theta
emerge desde la formacion hipocampal. Ha sido demostrado que durante el ejercicio existe
una notable activacidn eléctrica del hipocampo junto con la expresién de genes tempranos
marcadores de actividad y plasticidad neuronal como c-Fos, Zif268 y Arc (Rhodes et al, 2003).
Este aumento en la actividad eléctrica en banda theta del hipocampo puede inducir cambios
estructurales y funcionales en el SNC, especialmente en el hipocampo, como aumentos en
BDNF (Brain derived neurotrophic factor), neurogénesis, dendrogénesis y angiogénesis (Engert
et al., 1999; Barrionuevo et al., 1980; Guo et al., 2014; Lacoste et al.,

2015; Deisseroth et al., 2004), necesarios para mejorar la cognicién.



1.1 Importancia de la banda de frecuencia Theta.

Los ritmos cerebrales son ondas periddicas originadas por fluctuaciones en el potencial de
membrana, sinaptico y de accién de una extensidn considerable de tejido nervioso que son
facilmente observables en los registros de potenciales de campo local o LFP (local field
potential) tales ritmos reflejan la actividad sincronizada de un gran nimero de neuronas (Lee
Colgin, 2016). Estos ritmos oscilan en frecuencias determinadas, que aparecen en momentos
especificos dependientes de la conducta. El hipocampo es una estructura esencial para la
adquisicion de la memoria espacial y episddica. Y sus caracteristicas facilitan la investigacién
de estos ritmos cerebrales debido a que consta de grandes ensambles de neuronas
piramidales, por ejemplo, las neuronas de CA1 que poseen dendritas alineadas en paralelo, lo
que permite un mejor registro electrofisiolégico, ademds de interneuronas que gracias a sus
largas y divergentes proyecciones pueden sincronizar la actividad electroquimica a través de
grandes ensambles neuronales al interior de hipocampo (Lee Colgin, 2016). Las oscilaciones de
frecuencia theta se encuentran entre los 4 y 12 Hz. Son consideradas una frecuencia baja, y
estdn compuestas de ondas sinusoidales que ocurren en todas las subregiones hipocampales
durante la exploracién activa, el suefio REM, el movimiento, la memoria, entre varios otros
momentos conductuales (Lee Colgin, 2016). En los afios 70’estudios que hoy son
fundamentales para el entendimiento de la funcionalidad de este tipo de actividad eléctrica en
el sistema nervioso, comprobaron que la presencia de la frecuencia theta o su amento de
poder en un electroencefalograma predice cuan rapido un animal puede aprender y lo bien
gue este puede o no puede recordar lo aprendido. (Landfield et al, 1972; Berry et al, 1978; en

Lee Colgin, 2016). Sumado a esto, se ha observado que un aumento de la intensidad de la



actividad fisica realizada por los animales se encuentra estrechamente relacionada con un
aumento de actividad eléctrica hipocampal, coincidente con un aumento en el poder espectral
de la banda theta (Buzsaki et al., 2013). Una investigacidén que caracterizé la banda theta en
términos de poder y frecuencia, mientras se realiza actividad fisica en un modelo animal, fue
larealizada por Kuo et al., en el 2011, esta investigacidn analizé la frecuencia de las oscilaciones
hipocampales y su amplitud, la frecuencia cardiaca, ademas de la amplitud de la actividad
muscular mediante el registro de EMG nucal, mientras ratas realizan actividad fisica en una
rueda de entrenamiento. Los resultados muestran que basado en las variables anteriormente
expuestas (frecuencia, amplitud, etc.) la actividad fisica de la rata puede fijarse en dos fases: la
primera fase de iniciacion, que va de los 0 a los 24 s, donde aumenta la frecuencia de theta en
conjunto con el EMG vy la actividad fisica en los primeros 4 s; luego entre los 6 s y los 10 s
aumenta la amplitud de la frecuencia theta, que luego es seguido por un aumento progresivo
de la frecuencia cardiaca. La segunda fase es la de mantencién de la actividad fisica pasado los
primeros 24 s, en donde la amplitud de theta, la frecuencia cardiaca, y la actividad fisica se
mantienen en niveles altos con menores fluctuaciones, pero al mismo tiempo la frecuencia de
la banda theta decae en rangos a sus niveles basales iniciales. Por ultimo, es posible hipotetizar
gue estas alzas en la actividad eléctrica del hipocampo pueden inducir cambios plasticos
estructurales y funcionales en el SNC, especialmente en el hipocampo, como aumentos en
BDNF, neurogénesis, dendrogénesis, angiogénesis, potenciacion a largo plazo (LTP) (Engert et
al., 1999; Barrionuevo et al., 1980; Guo et al., 2014; Lacoste et al., 2015; Deisseroth et al.,

2004).



1.2 Estimulacidn visual y auditiva en frecuencias gamma y theta y sus efectos en la

memoria.

Recientemente se ha descubierto que la efectividad de la estimulacién con luz gamma de baja
frecuencia (40 Hz) en conjunto con estimulacidn auditiva en gamma simultdnea, puede reducir
placas beta amiloides en la corteza auditiva y el Hipocampo ademas de obtener mejoras en la
memoria espacial en ratones modelo de la enfermedad de Alzheimer; 5XFAD (Martorell et al.,
2019). Ademas, a nivel celular se han observado cambios en las respuestas de activacién en
microglia, astrocitos y vasculatura cerebral. La estimulacién auditiva con tonos en frecuencia
gamma también reduce la expresidn de la proteina tau fosforilada en el modelo de tauopatia
P301S. En efecto, la estimulacién auditiva y visual combinada en gamma produce reactividad
glial, gliogénesis y disminucién de amiloide en la

corteza prefrontal medial, ademas de una reduccion generalizada de las placas amiloides a lo
largo de la neocorteza. (Martorell et al., 2019). Otro experimento reciente que comprueba la
eficacia de la estimulacion visual en modelo animal es el de Zheng et al., 2020 en donde a
ratones con dano isquémico estratégico para generar deterioro en CAl se les estimula
visualmente con una luz LED en frecuencias entre 30 y 50 Hz logrando restaurar el
acoplamiento de fase y amplitud entre las frecuencias gamma y theta, mejorando el
desempefio en pruebas de memoria espacial y aumentando la fuerza sindptica entre CA3 y CA1
demostrado como un aumento en la densidad de espinas dendriticas y potenciacién a corto

plazo.



Se infiere entonces que la estimulacién visual y auditiva promueve cambios en las estructuras
implicadas en la memoria espacial tales como neocorteza e Hipocampo y se puede

hipotetizar que la estimulacién visual en frecuencia theta podria mejorar la cognicién a través
de la promocion de fendmenos de plasticidad. Cabe volver a mencionar el experimento de Kuo
et al., en el 2011 que determina que al comienzo de la actividad fisica se observa un aumento
en la frecuencia y el poder de la banda theta hipocampal de manera proporcional al aumento
de tiempo realizando actividad fisica y que el aumento en la potencia espectral de theta se
correlaciona con mejor rendimiento en tareas de memoria (Landfield et al, 1972; Berry et al,
1978; en Lee Colgin, 2016). Por consiguiente, la estimulacién visual en un rango theta podria
ser una via para inducir artificialmente las oscilaciones theta inducidas por ejercicio agudo y

promover mejoras cognitivas, de manera no invasiva y a su vez apoyar asi la teoria central.

La estimulacién visual en theta ha sido utilizada también en modelo humano obteniendo
buenos resultados, Koster et al., en el 2018 manipulé experimentalmente el proceso de
codificacion de la memoria en 20 estudiantes universitarios mediante estimulacion visual con
luz a un ritmo theta mientras estos realizan una prueba de memoria de trabajo con el fin de
mejorar selectivamente el proceso de codificacién de memoria. Los sujetos se sometieron a
dos condiciones de estimulacion visual o (EV): EV en banda theta 4-10Hz versus EV en banda
alfa (8-12Hz). Especificamente, el rendimiento de la memoria posterior a la EV fue mayor para
los individuos con EV en una frecuencia theta, en comparacién con una EV en una frecuencia
alfa. Por otro lado, también la aplicacion de corriente alterna transcraneal a una frecuencia
theta en personas despiertas (Vosskuhl et al., 2015) y el uso de protocolos de estimulacién

theta-gamma obtiene mejores resultados en pruebas de memoria de trabajo (Koster et al.,
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2018), aun cuando estos estudios evalian memoria de trabajo que es mas dependiente de
corteza prefrontal, es posible esperar resultados similares en tareas de memoria espacial

dependientes de Hipocampo.

1.3 Mejoras inmediatas en la memoria tras la realizacidn de ejercicio fisico agudo.

El aprendizaje o adquisicion de una memoria requiere de neuroplasticidad, como por ejemplo
cambios en los niveles de receptores ionotrépicos glutamatérgicos NMDA (Baez, 2018) y
fenédmenos de plasticidad sindptica como el LTP. Por otro lado, sabemos que el ejercicio fisico
tiene efectos beneficiosos sobre la neuro plasticidad y la cognicion (Hotting et al., 2012; Hotting
et al.,, 2016). Existe por lo tanto varias investigaciones que buscan una relacidon entre los
cambios neuropldsticos que genera el ejercicio y los resultados en pruebas de memoria. El
estudio realizado en humanos por Labban et al., en el aino 2011, probd que el ejercicio fisico
realizado en un corto periodo de tiempo después del aprendizaje no genera cambios
significativos en la memoria. Esto comparado con un grupo control que solo descansé y no
realizo ejercicio fisico tras el aprendizaje de la tarea. (Labban et al., 2011). Sin embargo, Hotting
et al.,, en el aflo 2016 demostrd que la ejercitacion posterior a la fase de adquisicién si genera
efectos positivos en la memoria. Este tipo de evidencias indican que aun existe controversia
de los efectos del ejercicio sobre nuestras habilidades cognitivas y la cantidad/intensidad y
momento en que se realiza el ejercicio fisico respecto a los procesos cognitivos. Un
metaanalisis de 79 estudios en donde se testean diferentes funciones cognitivas tras un solo

bout de ejercicio fisico (Chang, Labban, Gapin, Etnier, 2012) llega a la conclusién de que un solo
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bout de ejercicio fisico posee efectos positivos en la cognicién independiente de en qué
momento se realice una tarea, pero si es relevante que tipo de habilidad cognitiva se mide con
dicha tarea (atencidn, funciones ejecutivas, memoria corto o largo plazo etc.). Respecto a esta
investigacidn existen mejores y mas consistentes resultados para tareas que miden funciones
ejecutivas y memoria a largo plazo de formacidn reciente (Coles, Tomporowski, 2008 en Chang
et al., 2012). Esta propuesta concuerda con que, de existir cambios cognitivos a corto plazo,
estos se explicarian mejor debido a un aumento en la actividad eléctrica hipocampal (teoria
central), probablemente asociado a oscilaciéon theta que debiera ser posible de inducir
artificialmente a través de un mecanismo no invasivo como lo es la estimulacién sensorial en

este rango de frecuencia.

1.4 Teoria periférica.

Esta teoria afirma que factores tréficos periféricos liberados desde los musculos serian los
responsables del aumento de la neuro plasticidad inducida por el ejercicio. Dentro de esta linea
investigativa el factor neurotréfico derivado del cerebro o BDNF muscular, que es una
neurotrofina implicada en el desarrollo, plasticidad y en la modulaciéon de la transmisién
sindptica (Ferris, 2007), es una de las neurotrofinas mas investigadas. Su aumento a nivel
periférico o el aumento del lactato (El Hayek et al., 2019) desembocan en un aumento de BDNF
a nivel hipocampal. De este modo entonces el ejercicio induce un aumento de marcadores de
plasticidad sindptica en el hipocampo a través de un mecanismo mediado por BDNF, que
aumenta los niveles intracelulares de calcio, Sinapsina | y de CREB (cAMP response element-

binding protein) (GomezPinilla et al., 2001; Vaynman et al., 2006). Este hecho marcaria el
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comienzo de una serie de investigaciones que buscan diferentes vias que expliquen el aumento
de BDNF hipocampal. Ahora bien, esta teoria, aunque es posible y no excluyente de la teoria
central, no se ajusta de buena manera a los efectos agudos del ejercicio ya que estos factores

liberados por el musculo tardan a veces semanas en elevarse a nivel central.

1.5 Via PGC-1alfa.

Una de estas vias periféricas propuestas es mediante el aumento de PGC-1 alfa, que es un
coactivador transcripcional (Spiegelman, 2007 en Wrann et al., 2013) que conlleva a la
elevacion de ERR-alfa, que es un receptor nuclear relacionado al estrégeno que funciona como
regulador metabdlico también llamado NR3B1 (Giguere et al., 1988; Luo et al., 2003 en Wrann
et al., 2013). La relacién de ERR-alfa con PGC-1alfa es vital ya que promueve en el musculo
esquelético la biogénesis mitocondrial, la induccién de angiogénesis y el metabolismo
oxidativo. Por su parte Wrann et al. en el 2013 demostroé que el aumento de la expresidn génica
de PGClalfa conlleva a un aumento de la expresion génica de FDNC5 o Irisina (que es una
hormona que posee la capacidad de generar calor, al transformar el tejido adiposo blanco en
tejido adiposo pardo, entre otras funciones) a través de la unidon ERRalfa/PGC-1alfa, el
aumento de expresién génica de FDNC5 produce un aumento especifico en el hipocampo de

BDNF.

1.6 Via del lactato: el lactato como mediador de los efectos del ejercicio en el aprendizaje y

la memoria a través de la activacion del BDNF hipocampal dependiente de SIRT1.
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Experimentos recientes (El Hayek et al., 2019) muestran que el lactato al aumentar su
concentracion a nivel periférico durante el ejercicio fisico actia como un metabolizador
enddgeno que cruza la barrera hematoencefdlica y que promueve el aprendizaje y la memoria
dependiente del hipocampo. El lactato es liberado a la sangre y tomado por el higado quien lo
convierte nuevamente en piruvato, y posteriormente en glucosa o glucégeno dependiendo de
las necesidades celulares. El lactato también cruza la barrera hematoencefdlica via los
transportadores de monocarboxilato endotelial y sirve como energia para el cerebro (El Hayek
et al, 2019). Pero el mecanismo subyacente ha sido esclarecido un poco mas al inyectar lactato
de forma intraperitoneal en dosis semejantes a la concentracién de lactato observada en el
plasma después de realizar actividad fisica, en donde se observa un aumento en el promotor |
de BDNF medido por RT-PCR (real time). Para probar la relacién entre este aumento de BDNF
en la memoria y el aprendizaje, inyectaron lactato a ratas para luego testear su desempefio en
un laberinto de agua de Morris (Morris Water Maze), observandose mejores resultados en la
cognicion. Adicionalmente la inyeccion de un inhibidor de los receptores TRKB (uno de los
receptores al cual se une el BDNF) evitd la mejora en la memoria observada con la inyeccidn
del lactato a solas. Por otro lado, también se ha planteado que la administracién periférica
(intraperitoneal) de lactato aumenta la expresidn de Sirtuina 1 tanto a nivel de mRNA como a
nivel de proteina en el hipocampo, el aumento de SIRT1 aumentaria los niveles de PGClalfa,
gue posteriormente generard la expresion de FNDC5 complementando la via del BDNF
anteriormente expuesta. Pero una de las limitaciones de la teoria periférica y sus multiples vias
de sefalizacidn es que no puede explicar el efecto agudo del ejercicio fisico que miden cambios

en concentracion de genes, proteinas o conductas con semanas y hasta meses de diferencia,
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no dando explicacidon a cambios observables en el desempefno de pruebas de memoria con
horas de diferencia. Una muestra de esto es Hopkins et al.,, en el 2011 en donde buscé
determinar las diferencias de concentraciones de BDNF entre un grupo de ratas jovenes versus
un grupo de ratas adultas tras el ejercicio fisico, en el grupo de ratas adultas las
concentraciones de BDNF de las ratas ejercitadas fueron mayores a las de las ratas sedentarias
controles después de cuatro semanas tras el ejercicio fisico, versus las ratas jovenes en donde
no se encontraron aumentos significativos en las concentraciones de BDNF. Dada la evidencia
anterior y que el aumento de la actividad eléctrica de tipo theta hipocampal podria explicar los
aumentos cognitivos a corto y largo plazo, mientras que los principales hallazgos de la teoria
periférica podrian explicar los efectos a largo plazo, se propone la siguiente hipdtesis. V.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2. HIPOTESIS:

El aumento del poder espectral hipocampal inducido sensorialmente, promueve una mejora

de la memoria espacial.

2.1 OBJETIVO GENERAL:
Determinar si la estimulacidn visual en rango theta genera oscilaciones hipocampales en este

rango y un mejor desempefio en la memoria espacial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
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OE1-. Determinar si la estimulacién visual (flickering) con luz estroboscdpica en una frecuencia
de 7 Hz, genera un aumento en la memoria espacial en ratas comparado con la estimulacién

con luz continua u oscuridad.

OE2-. Determinar si la estimulacion visual en theta genera cambios en la actividad hipocampal
medido como cambios en el poder espectral del LFP hipocampal con un implante crénico
bilateral de los sujetos durante la exposicion a la luz en theta comparado con la estimulacidn

con luz continua u oscuridad.

OE3-. Determinar si la inactivacion del Hipocampo mediante inyeccidn local de Bupivacaina,
durante la estimulacién visual en frecuencia theta, previene un mejor desempefio en la

memoria espacial.

VI. MATERIALES Y METODOS.

3. Animales.

Se utilizaron 13 ratas Sprague-Dawley machos adultos (250-350 grs) que fueron alojadas
individualmente en jaulas de manutencidn, con comida regular, agua ad libitum y mantenidas
en un ciclo de luz/ oscuridad 12:12 hrs. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con el Instituto Nacional de Health (USA) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

(Publicacién NIH No. 80— 23, revisado en 1996) y aprobado por el Comité
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Institucional de Bioseguridad y Bioética de Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Protocolo CBA 1187 FMUCH. Todos los esfuerzos se hicieron para minimizar la cantidad de

animales utilizados y su sufrimiento.

3.1 Grupos experimentales.

La presente investigacion consta de tres experimentos y un tamano muestral de 13 sujetos. El
objetivo del primer experimento es comprobar si la estimulacidn visual en frecuencia theta
genera las mejoras cognitivas que produce el ejercicio fisico agudo en la memoria espacial. Con
el fin de testear este objetivo se disefid un experimento con un tamafio muestral de 7 sujetos,
en donde se les expuso durante 45 minutos a una de las siguientes tres condiciones: luz
estroboscdpica en frecuencia theta, luz continua u oscuridad cada cuatro dias, una condicion
diferente por dia y el orden de las tres condiciones fue aleatorizado para cada animal.
Inmediatamente después se les aplicd una prueba dependiente de Hipocampo para medir el
desempeiio en la memoria de tipo espacial de los sujetos, la cual se describe posteriormente.
El segundo grupo consté de un tamafio muestral de 2 ratas y tuvo la finalidad de determinar
cambios en el potencial de campo local o LFP (Local Field Potencial), este registro de LFP se
realizé al mismo tiempo en que se desarrollé un protocolo de estimulacidn visual que incluye
las tres condiciones de estimulacién visual del primer experimento.

El dltimo grupo experimental consta de 4 ratas, estos animales fueron sometidos a una cirugia
estereotaxica para la implantacion de cénulas de inyeccién en la region CA1 del Hipocampo
dorsal. Posterior al periodo de recuperacion se les inyecté de manera bilateral 0,5 ul de

Bupivacaina (Laboratorio Sanderson S.A.) al 5% en la region hipocampal al mismo tiempo en
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gue se les expuso a la luz en frecuencia theta durante 45 minutos y luego se les sometié a la
misma prueba de memoria espacial anteriormente sefialada, con la finalidad de comprobar si
los efectos pro cognitivos observados por la estimulacién luminosa se encuentran mediados
por cambios en la actividad eléctrica hipocampal.

3.2 Cirugia de implante crénico bilateral para registro LFP y bloqueo temporal farmacolégico

del hipocampo con Bupivacaina.

En total 6 ratas fueron sometidas a cirugia estereotaxica, para lo cual los animales fueron
anestesiados con isoflurano (2.5% para induccién y 1.5% para mantencion en oxigeno con un
flujo de 1 L/min) y dispuestos en un aparato estereotaxico. El primer grupo de animales (n=2)
para el registro LFP fue implantado con electrodos de acero inoxidable y el segundo grupo con
un n=4 con canulas de inyeccién con la finalidad de inactivar farmacolégicamente la actividad
del hipocampo a través de inyecciones de bupivacaina, estas inyecciones se hicieron mediante
una canula de inyeccion de 33G de acero inoxidable (P1 Technologies, VA,

USA) estéril conectada a una jeringa Hamilton de 10uL, ambas cirugias a la altura de CA1l
[figural]. Todas las inyecciones se realizaron bajo anestesia gaseosa. Las canulas
intracerebrales fueron de dos tipos: una canula guia de 23 G, de 2,5 mm de largo y una canula
de inyeccién de 33G que posee 1 mm mas de longitud que la cdnula guia. Las ratas destinadas
al registro LFP fueron implantadas en ambos hipocampos con dos electrodos monopolares de
acero inoxidable y cubiertos de teflén, de 76.2 um bilateralmente (AM System, WA, USA). Tanto
el implante de electrodos como el de cénulas fue fijado al craneo con tornillos de acero
inoxidable y acrilico dental. En el caso de los registros de LFP uno de estos tornillos ubicado

sobre el cerebelo fue usado como tierra. Los electrodos y canulas fueron implantados en cada
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hipocampo de acuerdo con las coordenadas del atlas del cerebro de la rata de Paxinos y
Watson. (Paxinos et al., 1998) especificamente en CA1 dorsal (3,30 mm posterior al bregma,
3.6 .mm lateral y 3.0 mm de profundidad [figura 2]. Posterior a la cirugia y durante 3 dias
consecutivos se administré el antibidtico Enrofloxacino al 5% (19 mg/Kg i.p.) y el
antiinflamatorio Ketoprofeno al 0,4% (2 mg/Kg solucion oral). Los animales tuvieron 7 dias de

recuperacién antes de realizar cualquier otro procedimiento experimental.

Figura 1: Diagrama de electrodos implantados en el hipocampo a la altura de CA1.

Modificado de Paxinos & Watson 1998.
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Figura 2: Diagrama del sitio de implantacién de canulas y electrodos bilaterales a la altura de

CA1 -3,30 mm AP. Modificado desde Zheng et al., 2020.

3.3 Protocolo de estimulacidon visual y adquisicion de datos electrofisiolégicos.

El primer experimento fue de tipo conductual, donde cada rata fue expuesta a tres condiciones
en orden aleatorio. La primera condicién es estimulacion visual en frecuencia theta que consta
del ingreso del animal a un cuarto privado de luz natural en plena oscuridad dentro de una
jaula transparente de acrilico [figura 3], dentro de esta habitacion solo se encontraba expuesta
a una luz led estroboscépica de 12W programada para destellar a 7 Hz gracias a un ciclo de
apagado y encendido alternado de 143ms, durante 45 minutos. Esta luz se encuentra ubicada
inmediatamente fuera de la jaula transparente de acrilico. La segunda condicién, tras cuatro
dias finalizada la condicion anterior, fue el ingreso al mismo cuarto, pero ahora la rata es
expuesta a una luz continua led blanco de 10W también durante 45 minutos. La tercera

condicidn es el ingreso de todos los sujetos de experimentacién al mismo cuarto, pero en plena
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oscuridad como control durante la misma cantidad de tiempo que las otras dos condiciones.

Luego de estas intervenciones los animales fueron sometidos a la tarea de memoria espacial.

Figura 3: Ejemplo de cilindro aislado de acrilico con exposicidn directa a la luz estroboscépica

(flickering) en frecuencia theta y luz led continua.

En el segundo experimento a otro grupo de animales implantados con electrodos monopolares
en el hipocampo se le realizé el registro electrofisiolégico correspondiente al objetivo
especifico n°2, este segundo grupo de ratas fue expuesto a la misma luz led estroboscdpica en
frecuencia theta, la luz continua blanca y oscuridad al mismo tiempo que se registré el LFP
hipocampal con un sistema de registro Cheetah andlogo de 32 canales

(Neuralynx, Bozeman, MA, USA), y se les aplicé el siguiente protocolo de estimulacidn visual: 3
minutos de registro basal en donde solo se encuentra la luz artificial encendida de la sala
predispuesta para el experimento, luego 5 minutos de la sala en completa oscuridad y sélo
encendida la luz estroboscépica en frecuencia theta seguido de la sala en completa oscuridad
durante otros 5 minutos, luego se encendid la luz blanca continua de 10W y por ultimo una
segunda exposicion de 5 minutos a la luz led estroboscdpica en frecuencia theta, como se

ilustra en la figura 4.
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Protocolo de estimulacion visual para registro LFP

: Luz
Basal EV Theta Oscuridad ORI EV Theta
>
ZaN oS 74 AT 2T
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Figura 4: Protocolo de estimulacidn visual utilizado para el registro LFP. Este protocolo consta de las
tres condiciones experimentales de estimulacion visual en theta, luz led continua y oscuridad, ademas

de un periodo basal de registro sin intervencién.

Posteriormente de realizados los registros se construyeron cartas tiempo frecuencia en las
condiciones: basal, estimulacion con luz en theta, oscuridad y luz continua. Estas cartas tiempo
frecuencia fueron disefiadas con el Software Neuroexplorer 4.0 y constan de 5 minutos de
registro LFP, las graficas pertenecen al mismo animal, y a la misma sesién de registro., mas
detalles en la seccidn resultados [figura 8]. Posteriormente los registros electrofisiolégicos de
la sefial adquirida tras la aplicacion del protocolo de estimulacidn visual, se les realizd un
analisis de densidad de potencia espectral (PSD) con ayuda del Software Neuro Explorer, 4.0.
Para este andlisis el segmento de registro total en cada una de las condiciones fue dividido en
ventanas de 20 segundos cada una y luego se calculé el PSD para cada segmento de registroy
se promedid para cada condicidn, con el objetivo de determinar cambios en cada una de las
condiciones en un animal. Adicionalmente se obtuvo el valor de PSD en el rango de frecuencia

de 5,5y 6,5 HZ donde se observd el mayor aumento en PSD del andlisis anterior, para cada
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segmento de 20 segundos y se promedio en las distintas condiciones, luego se realizé el analisis

estadistico correspondiente.

3.4 Tarea de reconocimiento espacial de objetos.

La prueba de reconocimiento espacial de objetos OPR es una prueba de memoria espacial
dependiente de hipocampo ampliamente utilizada (Barker et al., 2011; Griffin et al., 2009) para
testear indices de reconocimiento de memoria espacial al simplemente desplazar un objeto de
su posicion inicial. La arena de prueba consiste en una caja de 80x80x80cm. La tarea consta de
tres fases: la primera fase es la habituacidon en donde se expuso a la rata durante tres dias por
15 min diarios a la caja sin objetos, la segunda fase es la familiarizacidn del animal o condicidn
“A” *figura 5] en donde se dispone al animal dentro de la caja con dos objetos iguales en
tamafio, forma y color. La rata recorre la caja libremente durante 5 min reconociendo la
posicién de ambos objetos, luego de 90 min la rata es reingresada a la caja, pero esta se
encontrard en la condiciéon “B” dando comienzo a la tercera fase o etapa experimental en
donde se desplazara el segundo objeto, la rata recorre libremente durante otros 5 min. El
tiempo de exploracion del objeto ubicado en una nueva posicidn con respecto al tiempo total
de exploracién de ambos objetos se usé como indicador de memoria espacial. Todo el
comportamiento de los animales fue grabado con una cdmara de video en posicidn cenital y

los videos analizados con una rutina de MATLAB (Mathworks, Inc.).
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Condicon A, Condicién B,

] ]

 J

Figura 5: Diagrama de la tarea de reconocimiento espacial de objetos. En la condicion A se observan
dos objetos “1 y 2” en horizontal; en la condiciéon B “1 y 2” se encuentran en diagonal representando
un cambio de posicidn. El tiempo de exploracién del objeto que cambio de posicién respecto a la
exploracién total de los objetos es utilizado como indicador de memoria espacial. Modificado de Barker

y Warburton, 2011.

3.5 Perfusion de animales.

Una vez finalizados los experimentos, las ratas que fueron implantadas con electrodos fueron
anestesiadas con isoflurano al 3% en oxigeno y con un flujo de 1 L/min y se les realizé una
lesion electrolitica en cada electrodo de registro pasando 5uA de corriente por 10 segundos
con respecto a la cola del animal como referencia, con el fin de determinar la posicion de los
electrodos de registro en el tejido cerebral. Posteriormente a los tres dias de la lesidn las ratas
fueron nuevamente anestesiadas y perfundidas transcardialmente con 300 ml de solucién
salina (0.9% NaCl) y 350 ml de solucién de fijacién, para formaldehido al 4% en buffer fosfato
(PB 0.1 M pH 7.4). Posteriormente el cerebro fue removido y post-fijado por 2 horas en la
misma solucién de fijacién y crio preservado en una solucion de sacarosa al 30% y azida de
sodio al 0.02% en PBS 0.1 M. A los 2 dias los cerebros fueron cortados en el plano coronal en
secciones de 50 um con un micrétomo de congelacién. Los cortes fueron sometidos a una
tincidn de Nissl y luego montados para verificar la posicidn de los electrodos, mediante un

microscopio de luz transmitida. Las ratas implantadas con cdnulas solo fueron perfundidas sin
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lesiones electroliticas ya que la cdnula de inyeccion deja un dafio mecdnico evidente que
permite localizar su posicién, todo el resto de los procedimientos histoldgicos para estos

animales es equivalente a lo anteriormente descrito.

3.6 Tincidn de Nissl.

Los cortes de cerebro fueron montados en portaobjetos gelatinizados, dejandose secar por 3
dias mantenidos en un lugar fresco a temperatura ambiente y cubiertos para evitar cualquier
contacto que deteriore la integridad del tejido. Fueron deshidratados y rehidratados mediante
inmersién por 3 minutos en: etanol 70%, 95% y 100%, xilol, alcohol 100%, 95% y 70%, 5 min en
agua destilada y 20 min en solucién de Cressil Violeta. Posteriormente los cortes fueron
inmersos en cloroformo por 30 segundos, seguido nuevamente de las siguientes soluciones
por 3 minutos cada una: etanol 95%, 2 veces en etanol 100% y 2 veces en xilol. Por ultimo, los
cortes fueron cubiertos con un cubreobjetos y sellados con una solucién de montaje (entellan)
para su posterior observacién al microscopio para la verificacién de la posiciéon de los

electrodos y canulas.

3.7 Estadistica.

Para la tarea de reconocimiento espacial del grupo experimental correspondiente al objetivo
especifico n°1 los resultados se evaluaron estadisticamente mediante un ANOVA de rangos
(Kruskall Wallis) de una via seguido por una prueba posts hoc Tukey Test. Se realizé ademas la
prueba de comparaciones multiples One Sample t-test para determinar diferencias con
respecto al azar con un indice igual a 0,5. Para el grupo correlativo al objetivo especifico n°3 se

utilizdé un T-test a través del mismo programa comparando la condicidon Bupivacaina versus la
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condicidn salino y un One Sample T-test también para determinar diferencias respecto al azar
con un indice igual a 0,5. El analisis de diferencias de PSD en las distintas condiciones de
estimulacion luminica fueron realizado con un ANOVA de Rangos, Kruskall Wallis seguido por
el test de comparaciones multiples de Dunn. Estos andlisis fueron realizados con el programa
Sigma Plot versidn 12.0. Todos los registros electrofisiolégicos fueron analizados con Neuro

Explorer 4.0 y a través de rutinas de MATLAB (Mathworks, Inc).

VII. RESULTADOS.

Tras la realizacidon de todos los procedimientos experimentales y el andlisis de los datos
recolectados los resultados de cada experimento se presentan a continuacidon en el orden

correlativo al objetivo especifico correspondiente:

4. Resultados del objetivo especifico N°1: La estimulacion con luz en frecuencia theta
mejora el rendimiento de la memoria espacial.

Tras la realizacion de OE1 que consiste en la estimulacidn visual a cada sujeto en las tres
condiciones experimentales (luz en frecuencia theta, luz continua y oscuridad) en diferentes
dias durante 45 minutos en una sala ambientada sin luz natural, seguido la aplicacién de una
prueba de reconocimiento de objetos para medir cambios en la memoria espacial, se observan
los siguientes resultados:

Como se observa en la figura 6, las diferencias en el desempefio en la memoria espacial entre

la condicién experimental (luz en frecuencia theta versus luz continua y oscuridad) fueron
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significativas: entre la estimulacién en theta versus ambas condiciones control: One Way
ANOVA; p= 0,002, seguido por el post hoc test de comparaciones multiples de Tukey: Theta v/s
luz continua: p= 0,001, Theta v/s oscuridad: p=0,029 (n=7). Estos resultados a su vez fueron
diferentes a lo esperado por azar (sefializado por la linea punteada en 0.5), indicando que los
sujetos estimulados con luz en frecuencia theta y oscuridad fueron capaces de aprender
durante la tarea, # = p <0,050; One sample t-test para luz en frecuencia Theta p=0,017 y
Oscuridad p=0,048, respecto a la condicidn luz continua. En sintesis, la estimulaciéon visual en
frecuencia theta genera efectos pro cognitivos en la memoria espacial, similares a los

previamente descritos por el ejercicio fisico agudo.
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Figura 6: indice de memoria en la tarea OPR luego de las distintas intervenciones con luz. Se puede
apreciar un aumento significativo en el indice de memoria espacial en la condicién Theta (rojo) respecto
a las otras condiciones experimentales, oscuridad en gris y luz continua en azul. One Way ANOVA*=p

<0,050; One sample t-test #= p <0,050.
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Con el fin de descartar que las diferencias en los indices de memoria se deban a dificultades
motoras o ausencia de movimiento, a continuacion, se evalud las diferencias entre las
distancias recorridas por todos los animales en las tres condiciones experimentales del OE1.
Las diferencias en las distancias recorridas en metros por los sujetos de experimentacién no
fueron significativas en las tres condiciones experimentales: One Way ANOVA; p = 0,982,
(n=7), como se observa en la figura 7. Descartando asi alteraciones en la movilidad de los
animales debido a las condiciones experimentales, que pudiesen alterar los

resultados en las pruebas de

45
memoria.
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Figura 7: Distancias recorridas en metros, durante la tarea OPR en los distintos grupos
experimentales. Las diferencias en las distancias recorridas por los animales en las tres condiciones
experimentales; en rojo la condicién luz en frecuencia theta, en gris la condicion oscuridad y en azul

los animales sometidos a la condicidn luz continua. One Way ANOVA; p = 0,982.
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5. Resultados del objetivo especifico N°2: La estimulacion luminica induce un aumento de
potencia en la actividad theta hipocampal.

Respecto al OE2 que consistia en determinar si la estimulacién visual en theta genera cambios
en la actividad hipocampal medido como cambios en la potencia espectral del LFP hipocampal
de los sujetos durante la exposicidn a las tres condiciones (estimulacidn visual con luz en 7Hz,
luz continua u oscuridad), se observan cambios significativos en el poder espectral de theta en
el Hipocampo. Para este experimento se utilizé el registro de un solo animal ya que el registro
LFP del segundo sujeto experimental no cumplié con la adecuada implementacién del
protocolo de estimulacién visual. Se muestra a continuacion 4 cartas tiempo frecuencia del
registro de la sefal adquirida en las siguientes condiciones [figura 8]: basal, estimulacion visual
en frecuencia theta, oscuridad y luz directa a modo de ejemplificacidon del aumento del poder

en la banda theta encontrado:

BASAL

FRECUENCIAS (Hz)

TIEMP O (MIN) TI1EMPO (MIN)
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Figura 8: Cartas tiempo frecuencia en las 4 condiciones del protocolo de estimulacién visual. Se
muestran 4 cartas tiempo frecuencia de 5 minutos de duracion, exceptuando la condicién basal de 3
minutos [ver fig.4] entre las frecuencias 0 a 15 Hz del registro LFP. Se observa en la condicion theta

un aumento de la potencia alrededor de los 6 Hz.

En la figura 8, el animal estimulado con una luz estroboscépica fijada en 7 Hz muestra un
notorio aumento en la potencia de la actividad theta hipocampal. También se observa un
aumento en bandas de frecuencias mas baja, probablemente delta, que no fueron analizadas
en este trabajo pero que seria interesante de estudiar en futuros analisis. Este incremento
en theta no fue observado en la condicidn oscuridad o en la condicién de luz continua.
Posteriormente los registros electrofisioldgicos de la sefial adquirida tras la aplicacion del

protocolo de estimulacién visual como se describidé en la figura 4, se les realizé un andlisis de
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densidad de potencia espectral y los resultados se muestran en la figura 9, donde se puede
observar cambios en el Power Spectral Density (PSD) de al menos el doble de la potencia
observada en la condicion basal (en gris) comparado con luz continua (en azul) o de oscuridad
(en negro).

Para el analisis de la figura 9 se fragmentd el periodo de 3 minutos (basal) o 5 minutos
(Theta/Oscuridad/ Luz continua) en segmentos de 20 segundos y se calculé el PSD para cada
uno de esos segmentos. El PSD fue normalizado como porcentaje del poder total entre O y
50 Hz, con 256 valores de frecuencia y con un suavizado Gaussiano. Los datos son
presentados como la media mds menos el error estandar, donde se observa un importante
incremento alrededor de 6 Hz en la condicion de estimulacion con luz en frecuencia theta.
Subsecuentemente se realizd un analisis estadistico considerando la sumatoria del PSD entre
las frecuencias 5,5 y 6,5 Hz de cada segmento de 20 segundos analizados en cada condicién

y se encontraron diferencias significativas entre el grupo estimulado en theta respecto a las
condiciones luz continua y oscuridad, Kruskall Wallis One Way ANOVA; p=0,03, seguido por
el post hoc test de comparaciones multiples de Dunn, *, p<0,05. Pero no se encontraron
diferencias entre la condicién de estimulacidn visual en theta y la condicién basal. Respecto

a este resultado y aun cuando corresponde al experimento realizado en un animal, se puede
concluir que el poder espectral en la condicidn de estimulacidn visual en frecuencia Theta
aumenta en al menos el doble del PSD en el rango de los 6 Hz comparado con las otras
condiciones, sugiriendo asi que la estimulacién visual en frecuencia theta permite un

aumento del poder espectral en el hipocampo de la rata.
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Figura 9: Power Spectral Density (PSD) entre las frecuencias 2 y 14 Hz en las cuatro condiciones del
protocolo de estimulacidn visual: basal, luz continua, oscuridad y luz en frecuencia theta en donde
se observa un aumento en el poder en la condicién Theta. Adicionalmente se realizé un analisis de la
frecuencia promedio del PSD entre las frecuencias 5,5 y 6,5 Hz (Inserto a la derecha) donde se
muestra un aumento estadisticamente significativo en la potencia de esta banda entre las
condiciones theta y las otras restantes; Kruskall Wallis One Way ANOVA; p<0,05; seguido por Post

Hoc Dunn’s Method; *p<0,005; Theta v/s Luz continua y Theta v/s Oscuridad.

5.1 Confirmacidn histoldgica de electrodos:

La verificacidn de la posicidn de los electrodos se realizd con una tincidén de Nissl, los cortes
fueron observados bajo microscopio con el fin de corroborar que los electrodos de registro
fueron colocados en la regién de CA1l para registrar correctamente al animal durante las
condiciones del protocolo de estimulacidn visual. Se observa en la figura 10 a la izquierda en A
una marca de lesion electrolitica a la altura de CA1 (-3,6 0 mm anteroposterior) y también en
el hemisferio derecho figura 10 B (a la derecha) realizada en el animal una vez finalizada la

aplicaciéon de las condiciones experimentales.
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Figura 10: Tincidn de Nissl para una seccién coronal de hipocampo. La flecha negra en ambas imagenes
indica una lesion electrolitica a la altura de los electrodos implantados. Microfotografia izquierda “A” y
“B” a la derecha correspondiente a los hemisferios hipocampales izquierdos y derechos

respectivamente.

6. Resultados del objetivo especifico N°3: La inactivacion farmacolégica con Bupivacaina no
elimina el efecto positivo de la estimulacién luminica.

El objetivo especifico nimero tres propuso determinar si la inactivacion del Hipocampo
mediante una inyeccion local de Bupivacaina, durante la estimulacién visual en frecuencia
theta previene el aumento en la memoria espacial. Para este propdsito 4 ratas fueron
implantadas con canulas de inyeccion en la region dorsal de CAl y se inyectd 0,5 pl de
Bupivacaina al 5 %, con el fin de bloquear reversiblemente la actividad eléctrica de la regién
hipocampal, inducida por la exposicién a la luz estroboscépica en theta durante 45 minutos.

Inmediatamente después se realizé la prueba de memoria espacial, para comprobar la
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relevancia de la actividad eléctrica del hipocampo durante la estimulacién visual en la génesis
de las mejoras en la memoria espacial previamente descritas en el primer objetivo de esta
tesis.

En la figura 11 se evidencia que no existen diferencias significativas entre los sujetos con
Bupivacaina y los tratados con salino (t-test, p=0,203 con un n=4).

Sin embargo, estos resultados deben ser interpretados con cautela debido a que el nimero de

sujetos es bajo.

Figura 11: indice de memoria espacial posterior

0,7

a la inyeccion de Bupivacaina o Salino durante la
estimulacién visual. Se evidencia que no existen

diferencias significativas entre ambos grupos

experimentales, t -test p=0,203 con un n=4.

Adicionalmente la comparacién de los indices de

memoria respecto al nivel de azar (linea

punteada) muestran que no hubo una diferencia
0,2

significativa en el indice de memoria respecto al

INDICE DE MEMORIA

ol azar en ambos grupos, One Sample T test; p =

% 0,649 en la condicién Bupivacainayp = 0,144

M Bupivacaina ] salino para la condicién Salino.

Probablemente al aumentarse el tamaio de la muestra pudiesen ser mas concluyentes. Del
mismo modo las diferencias de estos resultados respecto al azar, es decir un indice de memoria
igual a 0,5 no indican diferencias respecto al azar; one sample t test: condicién Bupivacaina:

p=0,649 y la condicién Salino: p=0,144.
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Al igual que el experimento anterior se evaluaron las distancias recorridas en metros de los
sujetos experimentales en las condiciones Bupivacaina versus la condicion salino para
descartar cualquier problema motor o falta de exploracion [figura 12] y no se muestran
diferencias significativas, t-test, p=0,693 con un n=4. Descartando asi cambios en el
movimiento de los animales debido a las condiciones experimentales que pudiesen afectar

los resultados observados.
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Figura 12: Distancias recorridas durante la tarea de memoria espacial en los sujetos inyectados con
Bupivacaina v/s Salino. Se muestran los resultados de las distancias recorridas en metros de los
sujetos cumpliendo el OE3 en la prueba de reconocimiento espacial y no se encontraron diferencias

significativas, t-test; p=0,693.
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4.3 Confirmacidn histolégica de canulas y electrodos:

Se realizd una tincidn de Nissl en todos los cortes de los cerebros utilizados en OE3 (implante
de canula); coordenadas -3.30 mm AP, 3.60 mm hacia lateral, -3.00mm hacia ventral. Se
realizo una reconstruccion de los sitios de posicién de las canulas y electrodos implantados
a la altura del Hipocampo y la lesidn que dejo su paso por el hipocampo en todos los sujetos
de experimentacion implantados con cdnulas en puntos rojos (n=4) y en azul el sujeto

implantado con electrodos (n=1).

Figura 13: Tincion de Nissl para una seccion coronal de hipocampo. La flecha negra marca la lesion
que dejo el implante de canula en un sujeto utilizado en el OE3.
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Figura 14: Reconstruccidon de la posicidn de las canulas y electrodos: Se grafica la posicion verificada

de las canulas y electrodos tras la tincidn de Nissl, en puntos rojos se ejemplifica las coordenadas de
las cdnulas en los 4 animales utilizados en el OE3 y en puntos azules los electrodos utilizados por el

sujeto en el OE2. Modificado desde Paxinos & Watson 1998.

Al corroborar la posicidon de las canulas se encontrd que al menos dos animales fueron
implantados fuera de la regién hipocampal uno a la altura del giro dentado en -3.80mm
anteroposterior y otro en cuerpo calloso a -2.80mm anteroposterior. Si bien el hipocampo
es una regién amplia y la gota de Bupivacaina pudo alcanzar parcialmente la zona esperada
esto podria explicar el porqué del no encontrar diferencias significativas en el OE3 y la mayor

variabilidad de los datos de este grupo.
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VIIl. DISCUSION.

Estos hallazgos demuestran que la estimulacidn visual en frecuencia theta puede afectar
positivamente la memoria espacial de manera similar a los efectos procognitivos que
produce la actividad fisica aguda como ha sido descrito previamente (Coles et al., 2008, &
Chang et al., 2012), esto se evidencia principalmente en los aumentos en el indice de
memoria espacial que muestran los sujetos experimentales en la condicidn de estimulacién
con luz en la frecuencia theta versus las condiciones de oscuridad y luz continua. La memoria
medida en este experimento es memoria de tipo espacial categorizada como de largo plazo
pero de formacién reciente, esto se asemeja a los resultados de varios experimentos que
logran generar mejoras cognitivas en diferentes tipos de memorias dependientes de
hipocampo con estimulacidn visual en theta (Koster et al., 2017) y estimulacién visual en
frecuencia gamma (Martorell et al., 2019; Zheng et al., 2020; Laccarino et al., 2016) y
homologable al experimento de Coles et al., 2008 en humanos en donde a los sujetos
expuestos a una sesion de ejercicio fisico agudo obtienen mejores resultados en una prueba
de memoria declarativa versus a los que solo descansaron antes de la realizacién de la
prueba. Esta investigacion da cuenta de que estas mejoras cognitivas descritas tras la
realizacion de ejercicio fisico agudo son semejantes a las obtenidas por la estimulacién visual
en frecuencia theta. Uno de los principales hallazgos es el aumento del PSD en frecuencia
theta en el hipocampo ya que podria explicar las mejoras en el desempeno cognitivo. Esta
investigacion es la primera que explora una relacion funcional entre los cambios en el PSD

producidos por estimulacion visual en frecuencia theta y las mejoras en la memoria espacial,
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pero no bastan para responder de manera tajante al problema de investigacidn, ya que es
necesario indagar como este aumento de actividad eléctrica se involucra en los cambios en
neuro plasticidad que generarian estos efectos procognitivos en la memoria espacial. Son
necesarias futuras investigaciones que permitan observar el fendmeno compatibilizando una
mirada desde los cambios en la actividad eléctrica con los cambios a niveles de plasticidad
como la potenciacidon a corto plazo y largo plazo ademds de cambios en los niveles de
factores tréficos tales como BDNF hipocampal, en especifico seria de interés la interaccion
entre CA3 y CAl al momento de ser estimuladas con frecuencia theta ya que al ser
estimuladas visualmente en frecuencia gamma se encuentra un aumento en neuro

plasticidad como lo descrito anteriormente en el punto 1.2 (Zheng et al., 2020).

Debido a que en la literatura descrita las principales mejoras cognitivas se observan en el
dominio de las funciones ejecutivas, una de las interrogantes para futuras investigaciones es
dilucidar cual es la implicancia de la estimulacidn visual en frecuencia theta en otras regiones
cerebrales tales como la corteza prefrontal. Sin embargo, esta investigacidon sugiere que
parte de las mejoras producidas por el ejercicio fisico agudo en la memoria espacial podrian
estar determinadas por un aumento en el PSD hipocampal de tipo theta inducido por la
estimulacion sensorial que el propio movimiento genera en nuestros hipocampos (Kuo et al.,
2011). Estos datos muestran que el aumento en theta inducido por luz podria ser relevantes
en la mejora cognitiva, ya que el bloqueo de la actividad eléctrica hipocampal reduce la
mejora cognitiva inducida por la luz en frecuencia theta, sin embargo, esta afirmacién es aun

prematura y se requiere de un aumento del tamafio de la muestra, en los experimentos de
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manipulacién farmacolégica con Bupivacaina. Serd importante también determinar a futuro
si este tipo de estimulaciones en frecuencia theta sostenida en el tiempo de forma crénica,
generan cambios en las habilidades cognitivas a largo plazo similar a los efectos del ejercicio
cronico similar a lo que ocurre de manera crénica en frecuencia gamma (Laccarino et al.,

2016; Martorell et al., 2019, Zheng et al., 2020).

Una proyeccién importante de esta investigacion es entender qué aspectos del ejercicio
fisico pudiesen ser primordiales en las mejoras cognitivas, dado que el ejercicio es una
actividad compleja que contempla un aumento de la estimulacién sensorial en multiples
dimensiones (visual, vestibular, propioceptiva, etc.), junto a aumentos en el estado de
arousal, cambios metabdlicos y de sefiales periféricas que pueden explicar el aumento
cognitivo (Grinspun et al., 2019). Estos modelos no invasivos como lo es la estimulacion visual
podrian ser Utiles en modelos humanos, en donde personas que se encuentran en situacion
de restriccion de movimientos podrian obtener los beneficios del ejercicio fisico sin tener
que realizarlo, como lo son los pacientes con demencia, y enfermedades
neurodegenerativas, o dificultades motoras, si no también expandir e indagar si la
estimulacion visual puede alterar o generar cambios en los estados de animo, pudiendo ser
a futuro una linea de tratamiento y/o prevencién para trastornos del animo y
neuropsiquiatricos severos como los brotes tempranos de psicosis o esquizofrenia ya que
presentan una fuerte relacién con deficiencias en las memorias de tipo declarativas

(Rebolleda Gil, 2020).
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IX. CONCLUSION.

En sintesis, esta investigacion es la primera en proponer que un aumento en la estimulacion
sensorial puede provocar un aumento de la actividad eléctrica hipocampal en una frecuencia
particular y generar mejoras cognitivas importantes. También sugiere que el aumento de
actividad eléctrica hipocampal inducido por esta estimulacién sensorial podria ser parte de la
explicacion de como el ejercicio promueve aumentos cognitivos sea este necesario o
suficiente. Estimular visualmente en frecuencia theta antes de la adquisicién de una memoria
de tipo espacial si genera los efectos pro cognitivos en esta memoria similar a lo observado
con ejercicio. Por consecuencia seria posible emular en parte y de manera efectiva los efectos
positivos del ejercicio fisico. Por ultimo, esta investigacion presenta una base para mejorar o
conservar el desempeno cognitivo en pacientes restringidos o impedidos de

realizar actividad fisica.
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