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RESUMEN

La memoria episodica es el proceso de retencion y reconstruccion de conocimiento a lo largo
del tiempo para hechos, acontecimientos, personas, lugares, objetos. Se define como la
memoria de “eventos en contexto”, haciendo referencia a que la informacion sobre eventos
especificos esta ligada a los contextos espaciales, temporales y situacionales en los que
ocurrio. En el procesamiento cerebral de la informacién de memoria episodica estan
involucrados el hipocampo y la corteza adyacente. La serotonina es uno de los
neurotransmisores que regulan la actividad de estas regiones. La recaptura, reciclaje y
disponibilidad de este neurotransmisor es dependiente del transportador de serotonina
(SERT), y en este sentido, existe evidencia que la expresion y funcion de SERT puede afectar
mecanismos y procesos involucrados en la memoria. Por otra parte, el ejercicio fisico ha sido
también ampliamente reportado como inductor del mejoramiento de la memoria, y a la vez
como un modulador de la actividad del sistema serotoninérgico. En este contexto, el objetivo
de esta tesis fue evaluar si la expresion de SERT puede operar como un moderador de los
efectos del ejercicio voluntario sobre la memoria episodica.

Para ello, se utilizaron ratones machos Wild Type (WT), Heterocigotos (HZ) y deficientes
(Knockout, KO) de SERT, los que fueron sometidos a un protocolo de ejercicio voluntario
diario, durante 8 semanas, para luego evaluar memoria episddica a través de los paradigmas
Location Object Recognition (LOR) y Novel Object Recognition (NOR), y comparados con
grupos control no sometidos a ejercicio.

Se encontrd que la ejecucion de ejercicio voluntario revierte la hipolocomocién y conducta
tipo ansiosa descrita en la literatura en los roedores SERT KO y la conducta tipo ansiosa de
los SERT KOy en los SERT HZ. Ademas, se encontr6 que el ejercicio voluntario mejoré la
memoria episddica a largo plazo en ratones SERT HET, reviertiendo la diferencia
significativa comparado a roedoes WT observada en situacion control.

El desarrollo de esta tesis pretende contribuir a una mejor comprension de la interaccion
genético-ambiental del ejercicio con SERT, en relacion con la memoria y aportar

conocimientos relevantes para trastornos vinculados con esta area en humanos.



SUMMARY

Episodic memory is a process of retention and reconstruction of knowledge over time for
events, events, people, places, objects, and is defined as the memory of events in context,
making reference to the fact that information about specific events is linked to the spatial,
temporal and situational contexts in which it occurred. The information processing of episodic
memory is regulated by the hippocampus and the adjacent cortex. Among the
neurotransmitters that regulate the activity of these regions is serotonin (5-HT). The reuptake,
recycling and availability of this neurotransmitter is dependent on the activity of the serotonin
transporter (SERT), and there is evidence indicating that its expression impacts the
mechanisms underlying memory processes. Physical exercise has also been widely reported
as an inducer of memory improvement and as a modulator of the serotonergic system. In this
context, the aim of this thesis was to evaluate if SERT expression of SERT moderates the
effects of voluntary exercise on episodic memory.

We challenged SERT knockout (KO), heterozygous (HET) and wild type (WT) mice to daily,
voluntary physical activity over 8 weeks, and then evaluated episodic memory through the
Location Object Recognition (LOR) and Novel Object Recognition (NOR) paradigms, and
compared to non-exercise control groups.

We found that the execution of voluntary exercise reverses the hipolocomotive and anxious
like behavior described in the literature in the SERT KO rodents and the anxious behavior of
the SERT KO and in the SERT HZ. In addition, we found that the exercise reverted the
difference with WT rodents observed in control conditions, improving long-term episodic
memory in this genotype group.

The results of this thesis aim to contribute to a better understanding of the genetic-
environmental interaction of voluntary exercise with SERT genotype in relation to memory

processes, and provide relevant knowledge for disorders linked to this area in humans.
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l. INTRODUCCION

1. Memoria episddica

La memoria es definida como el proceso de retencion y reconstruccion de conocimiento
a lo largo del tiempo como un resultado dinamico de varios procesos interactivos, dependiente
de regiones del cerebro como el hipocampo y del 16bulo temporal medial. Se distinguen
principalmente dos tipos de memoria: la memoria implicita, para las habilidades perceptivas
y motrices; y la memoria explicita, para hechos, acontecimientos, personas, lugares y objetos.
Los aspectos principales de la memoria implicita dependen del cerebelo, estriado y amigdala,
mientras que la memoria explicita requiere del hipocampo y la corteza adyacente (Kandel et
al., 2014). La memoria episodica es parte de la memoria explicita y es definida como la
memoria de eventos en contexto, haciendo referencia a que la informacion sobre eventos
especificos estd ligada a los contextos espaciales, temporales y situacionales en los que
ocurrio (Clayton et al., 2003). Sobre la base de esta definicion operacional y las
demostraciones de que los animales pueden recordar eventos en contexto (Babb y Crystal,
2006), se ha descrito que la memoria episddica debe tener tres criterios conductuales (Clayton
et al., 2003):
1) Contenido: El individuo recuerda informacion sobre el evento ("qué™) y el contexto
("dénde" y/o "cuando" ocurrio).
2) Estructura: La informacion sobre el evento y su contexto esté integrada en una sola
representacion.
3) Flexibilidad: La memoria se puede expresar para apoyar el comportamiento

adaptativo en situaciones novedosas.
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Estos criterios han proporcionado un marco teorico para las pruebas conductuales de la

memoria episodica. Los tres enfoques principales utilizados para estudiar la memoria de

eventos en contexto son: (a) "qué-dénde-cuando”, (b) "qué-dénde” y (c) "qué-cuando™.

a)

b)

Memoria de “qué-donde-cuando”: Este enfoque considera la memoria del evento, el
donde y el cudndo ocurrio. En roedores, existe evidencia de integracion (Ergorul y
Eichenbaum, 2004) y flexibilidad (Kart-Teke et al., 2006; Dere et al., 2005). La principal
limitacion de este enfoque es lo estricto del criterio de contenido, pues requiere memoria
del evento y de dos dimensiones de su contexto (espacial y temporal), por lo tanto, otras
formas de memoria para eventos en contexto también se consideran episodicas, las que
involucran el “qué y cuando” y el “qué y donde” (Allen y Fortin, 2013).

Memoria para “qué-donde”: Este enfoque se centra en la memoria para el contexto
espacial de la memoria episodica, la capacidad de recordar donde ocurrieron eventos
especificos. Es importante sefialar que esta capacidad no se corresponde simplemente con
la memoria de la memoria espacial, el "donde", ya que requiere que los animales
recuerden asociaciones de elementos especificos en lugares especificos. En estos
paradigmas, el componente "qué" se refiere a la presentacion de un elemento especifico
(por ejemplo, olor u objeto). EI componente "ddnde" varia dependiendo de la especie.
Memoria para “qué-cuando”: Este enfoque requiere el recuerdo del contexto temporal en
el que ocurrieron eventos especificos (Tulving, 2002). Existen diferentes formas de
abordar la memoria para el “cuando” ocurrieron los eventos, incluyendo la memoria para
el orden de los eventos en una secuencia, en cuanto tiempo los eventos ocurrieron y la

hora del dia en que ocurrieron (Crystal, 2010; Eacott y Easton, 2010).
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1.2 Estructuras cerebrales involucradas en la memoria episodica

1.2.1 Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral critica en diversos procesos incluida la memoria.
Su citoarquitectura se caracteriza por capas densas de sus cuerpos celulares que componen
sus regiones, tales como el subiculo, giro dentado y el cornu ammonis (CA) (van Strien et
al., 2009) (Figura 1). Las neuronas piramidales del hipocampo actiian como “place cells” o
“células de lugar”; es decir, solo se activan al pasar por una region del medio ambiente,
codificando un mapa de la ubicacion espacial (Knierim, 2006), por lo que el mismo entorno
puede reclutar una poblacién diferente de células en individuos diferentes y el mismo
individuo puede representar diferentes entornos con diferentes subpoblaciones de células
(Dombeck et al., 2010). Por otro lado, en la corteza entorrinal, las “grid cells” o “células de
rejilla”, codifican el espacio y transmiten informacion al hipocampo acerca de la posicion,
direccion y distancia (Hafting et al., 2005). Ademas, mientras algunas neuronas aumentan su
actividad en relacion a los objetos, otras celulas desarrollan actividad especifica en lugares
donde objetos previamente han sido ubicados (Tsao et al., 2013), por lo que las células que
responden a objetos y las células de bldsqueda del objeto son independientes, definiéndose a
la corteza entorrinal lateral como un componente del circuito hipocampo-cortical para la

memoria de objetos y lugares (Kandel et al., 2014).

1.2.2 Regidén Parahippocampal

La conectividad cortico-hipocampica de estructuras corticales asociativas sirven de
interfaz entre el hipocampo y el resto del neocértex. Estas regiones asociativas incluyen la
corteza entorrinal, la corteza perirrinal y la corteza parahipocampal (corteza postrinal en

roedores) (Furtak et al., 2007), que se denominan colectivamente region parahipocampal
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(Figura 1). Existen dos vias principales de procesamiento de informacidn dentro de la region
parahipocampal (Figura 2). La via del evento o del "qué", compuesta por la corteza entorrinal
peririnal y lateral, la cual es importante para procesar y representar caracteristicas de objetos
especificos. En roedores y primates, este sistema recibe informacion de todas las modalidades
sensoriales (Lavenex y Amaral, 2000), es critico para la memoria de objetos (Brown y
Aggleton, 2001) y contiene neuronas que responden a objetos especificos (Deshmukh et al.,
2012). La segunda via, procesa la informacion del "dénde" y estd compuesta por la corteza
parahipocampal / postrinal y la corteza entorrinal medial. Este sistema recibe principalmente
informacion visuoespacial y participa en el procesamiento del "donde™ de la informacion, en
donde las neuronas de la subregion de la corteza entorrinal medial, las grid cells se activan

mientras los roedores exploran un determinado entorno (Fyhn et al., 2004).

1.2.3 Corteza prefrontal

La corteza prefrontal recibe informacion de la mayoria de las &reas de asociacion cortical
y proyecta a las regiones corticales y subcorticales motoras, siendo clave en la representacion
y ejecucién de las acciones (Fuster, 2001) (Figura 2). También esta conectada al hipocampo
por una via directa desde CA1 y conexiones indirectas a través de la region parahipocampal
(Furtak et al., 2007; Lavenex y Amaral, 2000). Es importante destacar que muy pocas
neuronas prefrontales exhiben actividad relacionada con lugares especificos en tareas
conductuales, excepto en la medida en que diferentes ubicaciones espaciales estén
relacionadas con distintas fases de la tarea en roedores, actividad que puede contribuir a la
memoria de trabajo, razonamiento inferencial y capacidad de tomar decisiones. Esto sugiere
que la corteza prefrontal es la region ejecutiva primaria del cerebro, una estructura

particularmente importante en la percepcion, la memoria y la accion (Fuster, 2001). En
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consecuencia, el hipocampo, la regién parahipocampal y la corteza prefrontal forman un

sistema neural que subyace a las capacidades de memoria episddica.

1.3 Integracion de la informacion

Antes de llegar al hipocampo, la informacién acerca del "qué", "dénde" o "cuando™ de
los eventos individuales aun no estd integrada en una sola representacion, proceso que
depende criticamente del hipocampo para la formacidn de asociaciones especificas de lugares
con objetos y/o eventos (Rajji et al., 2006; Buzsaki y Moser, 2013).

La integracion de la informacion del “qué y donde” también se observa en las propiedades
de activacién de las neuronas del hipocampo, pues subconjuntos de neuronas se activan
selectivamente para el "qué" (por ej., un olor especifico) y el "dénde" (por €j, una localizacién
especifica), mientras que otras muestran actividad para asociaciones especificas entre ambas
(un olor especifico en un lugar particular) (Wood et al., 1999). Aunque los estudios sugieren
que la integracion de la informacion del “qué y donde” depende de la subregion CA3 y no de
CA1 (Gilbert et al., 2003), la actividad de las neuronas del “qué y donde” ha sido reportada
en ambas subregiones sin diferencias significativas (Wood et al., 1999).

El hipocampo también desempefia un papel critico en la formacion de asociaciones del
“qué y cuando”, incluyendo la memoria para el orden en que ocurrieron eventos especificos,
tal como en los paradigmas de memoria de secuencias (Fortin et al., 2002). En este sentido,
las neuronas individuales del hipocampo exhiben sefiales de sincronizacion durante intervalos
sin estimulo, denominadas "células de tiempo" (Macdonald et al., 2011; Shapiro et al., 2011;
Pastalkova et al., 2008) y durante la presentacion de secuencias de eventos, capacidad que

depende principalmente de la subregion CA1 del hipocampo.
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Finalmente, el recuerdo episodico ocurre cuando la representacion integrada del evento
en el contexto es reactivada, implicando un proceso que puede ser iniciado en el hipocampo
por elementos del evento o contexto, lo que conduce a la reactivacion de las representaciones
correspondientes en la region parahipocampal y otras areas de asociacion cortical
(Eichenbaum et al., 2007). Proceso mediante el cual la informacion recuperada puede guiar
el comportamiento dependiente de la corteza prefrontal, que evalla la informacién recuperada
y planea el curso de accion apropiado, que luego se transmite a las regiones motoras (Fuster,

2001).

2. Sistema serotoninérgico

2.1. Biosintesis de serotonina

El paso inicial para la sintesis de serotonina (5-HT) en el SNC es el transporte del
aminodcido triptéfano desde la sangre hacia el cerebro a través de una proteina transportadora.
La principal fuente de este aminoacido son las proteinas incorporadas a través de la dieta. La
5-HT es formada a partir de la hidroxilacién de triptéfano a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por
medio de la enzima triptéfano hidroxilasa, siendo éste el paso limitante en la biosintesis
(Frazer y Hensler, 1994).

5-HTP es rdpidamente decarboxilado a 5-HT y transportado dentro de vesiculas sinapticas
hacia las dendritas y terminales. Por otro lado, luego de su liberacidn, la accion de la 5-HT es
terminada a través de su recapturacion por proteinas transportadoras de 5-HT en la membrana
presinaptica. Una vez dentro de las neuronas serotoninérgicas, el neurotransmisor puede ser
realmacenado en vesiculas, o bien, metabolizado primero a 5-hidroxi-indolacetaldehido, para
ser degradado rapidamente al acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) a través de la

monoamina oxidasa mitocondrial (MAO) (Frazer y Hensler, 1994).
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2.2 Receptores de serotonina

Se han identificados 14 subtipos de receptores de 5-HT, clasificados en siete familias, 5-
HT1-7, sobre la base de sus caracteristicas estructurales, funcionales y farmacoldgicas (Tabla
1). A excepcion del receptor 5-HT3 que es un canal de iones ligando-dependiente, todos los
receptores de 5-HT estan conformados por siete dominios transmembrana, acoplados a una
proteina G. Otra caracteristica importante de los receptores de 5-HT es su distribucion precisa
y generalmente limitada a determinadas areas cerebrales (Tabla 2). Algunos subtipos de
receptores de 5-HT estan localizados postsinapticamente, donde activan cascadas de
sefializacion que pueden modular el flujo de iones para despolarizacién o hiperpolarizacion
neuronal, mientras otros subtipos de receptores se encuentran en el soma, dendritas o terminal
de las mismas neuronas serotoninérgicas, donde tienen un rol de autorregulacién neuronal.
Finalmente, hay receptores que se pueden localizar también en terminales de otras neuronas,
cumpliendo una funcién de heterorreceptores, regulando la liberacion de otros

neurotransmisores (Barnes y Sharp, 1999).

2.3 Proyeccion y neurotransmision serotoninérgica Rafe-Hipocampo

La inervacion serotoninérgica del hipocampo proviene de los nucleos del rafe medio
(NRM) y dorsal (NRD) (Figura 3). Las proyecciones que surgen del NRD se ramifican
ampliamente e inervan principalmente el hipocampo ventral, mientras que el NRM inerva
basicamente el hipocampo dorsal (Azmitia y Segal, 1978).

Mientras que la estimulacion electrofisiolégica de NRD y NRM, en animales
anestesiados, provoca la liberacion de 5-HT en el hipocampo (McQuade y Sharp, 1995), en
animales despiertos produce una disminucion de los niveles extracelulares de 5-HT en el

hipocampo dorsal (Mokler et al., 1998). Ambas aferencias serotoninérgicas provenientes del
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NRD y NRM inervan densamente el hipocampo las cuales terminan sobre células del giro
dentado, tanto células piramidales como interneuronas GABAEérgicas que expresan
receptores de serotonina (Andrade, 1998, Pompeiano et al., 1994).

El sistema serotoninérgico rafe-hipocampal esta ademas controlado por mecanismos de
autorregulacion. Por un lado, la actividad de las neuronas serotoninérgicas se encuentra bajo
el control de los autorreceptores somatodendriticos 5SHT1A y 5-HT1D (Pineyro et al., 1995),
en donde, la estimulacion de los receptores 5-HT1A reduce los niveles extracelulares de 5-
HT en el hipocampo dorsal (Pefialva, 2001). Ademas, la estimulacion de autorreceptores
ubicados en las terminales presinapticas, 5-HT1B (en roedores) 0 5-HT1D (en otras especies)
activa un mecanismo de autoinhibicién que reduce la secrecion de 5-HT, mientras que el
receptor 5-HT3 desempefia una accion facilitadora en la liberacion de 5-HT en el hipocampo

(Mongeau et al., 1997).

2.4 Transportador de 5-HT, SERT
Evolutivamente, el transportador de 5-HT (SERT) se encuentra altamente conservado y esta
compuesto de catorce exones que codifican una proteina de 630 aminoécidos (Ramamoorthy
etal., 1993). La actividad de SERT es capaz de regular todo el sistema serotoninérgico y sus
receptores, a través del control de la concentracion de 5-HT en el espacio extracelular. SERT
se localiza en los terminales de las neuronas serotoninérgicas; es el encargado de la recaptura
de 5-HT, e importantemente, es el blanco farmacoldgico de los Inhibidores Selectivos de
Recaptura de Serotonina, que son utilizados principalmente como antidepresivos y
ansioliticos (Baudry et al., 2010). SERT ha sido implicado en funciones neuroendocrinas
tales como el suefio y la temperatura corporal, entre otras, asi como en multiples

enfermedades como el trastorno obsesivo-compulsivo, depresion, trastorno bipolar,
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anomalias motrices, etc. (Murphy et al., 2008). SERT pertenece al grupo de transportadores
neuronales de membrana de sustrato dependiente de Na+/Cl-, perteneciente a la familia de
genes SLC6. Al recapturar 5-HT, y asi regular la magnitud y alcance de las respuestas al
neurotransmisor, SERT participa en el ajuste fino de las sinapsis 5SHTergicas cerebrales, asi
como en sus acciones periféricas. Interesantemente, la mayor expresion de SERT a nivel
central se encuentra en regiones corticales y limbicas implicadas en regulacion de estados

emocionales y memoria (Murphy y Moya, 2011).

3. Sistema serotoninérgico y memoria episodica

Distintos elementos del sistema serotoninérgico responden a la formacion de memoria
episddica; en humanos, la asimetria en hipocampo de la expresion del receptor 5-HT1A para
la memoria de localizacion de objetos, esté relacionada con un mejor desempefio (Glikmann-
Johnston et al., 2014). Este mejor desempefio también se observa por medio de la activacion
cronica del receptor 5-HT4 (Quiedeville et al., 2015) mejorando el rendimiento en el test
Novel Object Recognition (NOR) (Eriksson et al., 2013). Por otro lado, se ha reportado que
el bloqueo del receptor 5-HT6, localizado en neuronas piramidales e interneuronas
GABAérgicas del hipocampo (Helboe et al. (2015), mejora los déficits de memoria inducida
por el antagonista muscarinico escopolamina en el reconocimiento de objetos y localizacion
de objetos (de Bruin et al., 2011).

La importancia de SERT en la memoria se ha corroborado en distintos resultados, por
ejemplo, en ratas SERT KO con deplecién aguda de tript6fano muestran un deterioro en la
memoria a corto plazo en el test NOR (Olivier et al., 2008). Ademas, se ha observado que en
ratas SERT KO existe una memoria episodica disminuida en el test NOR (Kauleff et al.,

2007; Olivier et al., 2009). A pesar de lo reportado, existen dudas por resolver, pues hasta la
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fecha no se han replicado investigaciones sobre la memoria episodica mediante el test NOR

en ratones SERT KO, sélo en ratas.

4. Ejercicio y memoria episodica

La relacion entre ejercicio y memoria episodica aun no es del todo clara. Los estudios en
humanos son escasos y con resultados divergentes. Una revision de Loprinzi y colaboradores
(2017) mostro los resultados de ocho estudios, de los cuales, uno fue de entrenamiento de
resistencia agudo y siete de entrenamiento cronico. Mientras el estudio de entrenamiento de
resistencia aguda no proporciond pruebas sélidas de un efecto potenciador en la memoria
episddica, entre las siete intervenciones crénicas, que variaron de 8 a 52 semanas de duracion,
los resultados fueron mixtos. Cuatro de ellos (Yerokhin et al., 2012; Alves et al., 2013; van
de Rest et al., 2014; luliano et al., 2017) no demostraron efectos benéficos del entrenamiento
con sobrecarga en la memoria episddica, y tres estudios (Perrig-Chiello et al., 1998; Fiatarone
Singh et al., 2014; Best et al., 2015) proporcionaron evidencia de que el entrenamiento con
sobrecarga era beneficioso para mejorar la funcién de la memoria episodica.

Por otro lado, Dougherty et al. (2016) evalu6 la asociacion entre Capacidad
Cardiorespiratoria (CRF, del inglés Cardiorespiratory Fitness) y el volumen del hipocampo
y la memoria episodica, en una cohorte de adultos mayores cognitivamente sanos con riesgo
familiar y/o genético para Enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer Disease), en
donde se realizaron pruebas de ejercicio maximo graduado, exploracion de imégenes por
resonancia magnética y una prueba de aprendizaje verbal RAVLT (RAVLT, del inglés Rey
Auditory Verbal Learning Test) una herramienta neuropsicolégica comun utilizada para
evaluar la memoria episodica (Sager et al., 2005). No se encontraron relaciones significativas

entre CRF y HV o0 RAVLT; sin embargo, cuando la muestra fue explorada sobre la base de
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género, el CRF se asocio significativamente con el volumen hipocampal para las mujeres, y
en hombres, se observaron asociaciones positivas significativas entre CRF y las puntuaciones
de memoria.

Al respecto, la incertidumbre (debido a la falta de descripcidn) de la condicién fisica de
los participantes en algunos estudios, la heterogeneidad de los métodos de entrenamiento
(por ejemplo, maquinas isotonicas vs. pesos libres), la proporcion de hombres y mujeres 'y la
divergencia de resultados como la ausencia de asociacién, asociaciones significativas entre
gjercitacion y mejoras en la memoria episddica e incluso relaciones especificas de género,
demandan considerar estas posibles variables moderadoras y justifican un trabajo futuro que
esclarezcan estos resultados.

En roedores, los hallazgos son mas claros aunque también escasos. Castilla-Ortega et al.
(2014) investigo si el ejercicio voluntario es capaz de prevenir los efectos nocivos del estrés
cronico sobre la memoria episddica y la neurogénesis del hipocampo adulto. Después de la
administracion de bromodesoxiuridina (BrdU), los ratones fueron asignados para recibir
condiciones control, estrés cronico por restriccion intermitente, ejercicio voluntario o una
combinacién de ambos (estrés que comienza al séptimo dia de ejercicio). Veinticuatro dias
mas tarde, los ratones fueron evaluados en una tarea de memoria de reconocimiento de
objetos 'qué-cudndo-dénde’. EI estrés de restriccion intermitente cronico afectd la
neurogénesis y la memoria de "cuando", mientras que el ejercicio promovio la neurogénesis
y mejord la memoria de "dénde”. En los animales en los que se combinaron el estrés y el
ejercicio, el estrés redujo notablemente la cantidad de ejercicio voluntario realizado. Sin
embargo, el ejercicio ain mejord la memoriay contrarresto los déficits inducidos por el estrés
en la neurogénesis y el comportamiento. Curiosamente, en comparacion con los otros tres

tratamientos, los animales sometidos a estrés mostraron un mayor aumento en la
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supervivencia celular, la maduracion de nuevas neuronas y la apoptosis en el Giro Dentado.
La interaccién entre el ejercicio y el estrés en la mejora del nimero de neuronas del
hipocampo nacidas en adultos respalda el papel de la neurogénesis inducida por el ejercicio
en condiciones estresantes.

En este sentido, se ha demostrado que el sistema serotoninérgico central es un regulador
esencial de la neurogénesis hipocampal inducida por estimulos tales como el ejercicio
(Klempin et al., 2013; Kondo et al, 2014). Ademas, el ejercicio aumenta los niveles de 5-HT
en el hipocampo, lo que podria influir en las funciones cognitivas (Gomez-Merino et al.,
2001).

Si bien, tanto la 5-HT como el ejercicio tienen efectos neurogénicos, antidepresivos
(Moon et al., 2012) y tienen influencias sustanciales en el comportamiento y aprendizaje
(Barnes 'y Sharp 1999, van Praag, 2009), los mecanismos de interaccion son aun poco claros,
y especificamente aquellos relacionados a la memoria episodica, ain no han sido
completamente explorados.

Al respecto, recientemente, se investigo la posible relaciéon del receptor 5-HT3 con la
neurogénesis del hipocampo y los cambios de comportamiento inducidos por el ejercicio,
observandose que el receptor 5-HT3 no es necesario para la proliferacion celular y la
neurogénesis basal, pero si lo es para la proliferacion celular y la neurogénesis inducida por
el ejercicio en el giro dentado del hipocampo (Kondo y Shimada, 2015). Ademas de
corroborarse a través de la activacion farmacolégica del receptor 5-HT3 con el agonista
selectivo SR 57227A (Bachy et al., 1993) se indicd que la proliferacion celular y la
neurogénesis mediada por el ejercicio y el receptor 5-HT3 induce efectos antidepresivos,

pero no tiene efectos en el aprendizaje (Kondo y Shimada, 2015).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El rol del sistema serotoninérgico en los procesos de memoria episodica no ha sido
completamente investigado, con excepciéon de algunos estudios sobre ciertos receptores
especificos. En particular, el rol de SERT sobre estos procesos ha sido poco explorado.

Adicionalmente, la relacién entre ejercicio y memoria episodica, ain no es del todo clara,
pues estudios en humanos son escasos Yy dificiles de comparar, debido a la falta de descripcion
de la condicion fisica de los participantes, la heterogeneidad de los métodos de
entrenamiento, la proporcion de hombres y mujeres, la divergencia de resultados. De la
misma manera, los estudios en modelos animales son muy escasos, aungque menos
divergentes.

Ante ello, y dado su conocido rol como modulador de la actividad del sistema
serotoninérgico, surge la necesidad de evaluar en detalle el rol de la expresion de SERT sobre
esta funcidn cognitiva, asi como determinar su posible rol moderador en la mejora del

aprendizaje y memoria episodica inducida por el ejercicio fisico.
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1. HIPOTESIS

“El efecto del ejercicio fisico voluntario sobre la memoria es moderado por la expresion

del transportador de serotonina”

IV. OBJETIVOS

General

v Evaluar si SERT modera el efecto del ejercicio voluntario sobre la memoria episédica.

Especificos

v Implementar un protocolo de ejercicio fisico voluntario en ratones SERT de los distintos
genotipos.

v Desarrollar un sistema de registro automatizado para el anlisis de parametros asociados
al ejercicio fisico voluntario de ratones.

v Evaluar la memoria episddica a través de los tests de memoria de reconocimiento de

objetos y localizacién de objetos.
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V. METODOLOGIA

1. Bienestar animal

Los experimentos y manipulacion de los animales se realizaron de acuerdo al protocolo
ético establecido por el “National Institutes of Health” (NIH) y aprobado por el comité de
ética de la Universidad de Valparaiso. Asi también, se respetaron los tres principios
propuestos por Russell y Burch (1959) para la experimentacién con animales, considerando

las alternativas de reemplazo, reduccion y refinamiento.

2. Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones machos SERT KO, heterocigotos (HET) y wild-type (WT) de la
cepa ¢57/B16J pertenecientes al Laboratorio de Neurogenética del Instituto de Fisiologia de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. La sala donde se llevaron a cabo los
experimentos se encuentra aislada de ruidos ambientales externos. Al inicio del protocolo de
ejercitacion, los animales tenian 6 semanas postnatales (SPN), mientras que al inicio de las
pruebas de memoria episddica tenian 12 SPN. Los animales control y los ejercitados (hasta
antes del inicio del protocolo de ejercitacién) se mantuvieron en jaulas estandar en grupos de
3 animales, bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (8:00-20:00 horas, luz;
20:00 — 8:00 horas, oscuridad) con temperatura y humedad controladas (20°+/- 1°C; 55%).

Los animales tuvieron libre acceso a agua y comida.
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3. Disefio Experimental

Se trabaj6 con grupos de ratones de 6-8 y 12-14 SPN

Grupo experimental N° de ratones
WT sin acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR 'y NOR 6
HET sin acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR y NOR 5
KO sin acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR y NOR 3
WT con acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR y NOR 6
HET con acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR y NOR 6
KO con acceso a rueda de ejercitacion voluntaria + Test LOR y NOR 4

El nacimiento los roedores esta representado en la linea temporal de los experimentos
(Figura 4) como dia post natal (DPN) 0, los cuales habitaron en sus respectivas jaulas junto
a sus litter mates. Desde el DPN 42 al 98 se dividieron en 2 grupos, los genotipos SERT
controles y los genotipos SERT con acceso a la rueda de ejercitacion voluntaria. EI DPN 82
se inicio el protocolo del test LOR y el DPN 90 se inici6 el protocolo del test NOR. Se

procedio al analisis de los datos finalizado este periodo.

Figura 4. Linea temporal de los experimentos

Nacimiento Ejercicio sobre rueda voluntaria (8 semanas)
' F - A -
| 1 1 L 1 1
DPN 0 42 75 80 81 82 920 98
| 1 L Ll 1 L 1
T v

Handing Location Object
Recognition

Open Field Test Novel Object
Recognition
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4. Protocolo de Ejercicio Fisico Voluntario

A cada roedor asignado al protocolo de ejercitacion voluntaria se le permitié el acceso a
su respectiva jaula individual con la rueda durante 5 dias a la semana en ciclos activos (20:00-
8:00 horas), con un descanso de 2 dias, durante 8 semanas. En los dias de ejercicio, los ratones
fueron transportados inmediatamente previo al inicio del ciclo activo desde sus jaulas
domésticas a las asignadas con ruedas, en donde permanecieron durante todo su ciclo activo
y devueltos a sus jaulas domésticas al término de éste. En el sexto y séptimo dia de cada
semana, descansaron junto a sus respectivas camadas. La duracion de 8 semanas de ejercicio
fue elegida en base a lo descrito en literatura previa sobre el efecto del ejercicio en parametros
neuroquimicos y comportamentales que involucran sistema serotoninérgico central
(Greenwood y Fleshner, 2011; Greenwood et al., 2013; Kondo, 2014; Wang et al., 2014;

Herrera et al., 2016; Snyder et al, 2017).

4.1 Rueda de ejercicio voluntario en ratones

La rueda de carrera voluntaria es una actividad voluntaria, en contraste con otros modelos
que dependen de los estimulos aversivos para forzar el movimiento activo. Este protocolo
consiste en permitir que los ratones corran libremente sobre la superficie abierta inclinada en
un platillo de pléstico dispuesto dentro de una jaula estandar (Goh, & Ladiges, 2015).

La mayoria de estudios publicados asume que el ejercicio voluntario varia de manera
normal dentro de los distintos grupos, y no cuantifican pardmetros relacionados a la actividad
fisica. Ante ello, uno de los objetivos de esta tesis fue establecer un método para cuantificar
dichos parametros, integrando un circuito a la rueda de ejercicio. En este, las rotaciones son
transmitidas electronicamente a un concentrador USB, de modo que la frecuencia, distancia

y velocidad de ejecucion son capturadas por medio de un programa de software para el
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almacenamiento y analisis de datos (Goh, & Ladiges, 2015) (Figura 5). Cada rueda esta
conectada a un sistema computarizado de monitorizacion de actividad, que ofrece un analisis

detallado de la actividad fisica voluntaria para cada roedor.

4.2 Especificaciones técnicas de la rueda de ejercitacion

Se uso una rueda de ejercicio de posicion inclinada con rodamiento, la cual fue adaptada
para integrarle un circuito. El objetivo del sistema es lograr medir la distancia y el tiempo
que el raton esta sobre de la rueda, de forma voluntaria, guardando los datos en una memoria
SD. Este sistema fue disefiado en conjunto con la empresa WIZ (WIZ Technologies, Chile),
a través del desarrollo de esta tesis. Con esto, se procurd independizar la medicién del
observador, para asi automatizar el experimento y poder realizar varios experimentos
funcionando en paralelo.

Respecto a las especificaciones del circuito, se usaron las siguientes componentes:

a. Arduino nano: Microcontrolador: Atmega 328
Voltaje de operacion: 9V
Peso: 7 gr.

b. Modulo lector/grabador micro SD: Voltaje de operacion: 5V

C. Modulo “Optical Position Encoder”:  Voltaje de operacion: 5V

d. Luces LEDs ultrabrillantes: Diémetro del LEDs: 5mm
Corriente recomendada: 10-20mA
Tension [V]: 1.8 -3.5[V]
Color: Azul: 465 nm a 485 nm
Verde: 520 nm a 535 nm
Amarilla: 585 nm a 595 nm
Roja: 610 nm a 620 nm
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5. Protocolo Test de localizacién de objetos (LOR) y reconocimiento de objetos nuevos
(NOR).

Se utilizo el protocolo de (Vogel-Cierna y Wood, 2014). Los tests de reconocimiento de
objetos evalUan la memoria episédica (Figura 6), aprovechan la preferencia innata de los
roedores por la novedad, y no son inherentemente estresantes. La medida principal para
ambas tareas es el tiempo dedicado a la exploracion de los dos objetos en la prueba. Los
animales que recuerdan la experiencia del entrenamiento original exploraran preferentemente
el objeto desplazado en relacién con el objeto inmdvil (LOR), o el objeto cambiado relativo
al objeto familiar (NOR). Los tiempos de exploracién se utilizan para calcular un indice de
discriminacion que se compara entre las condiciones experimentales consistente en el tiempo
explorado el objeto trasladado/cambiado menos el tiempo explorado el objeto
inmovil/familiar, dividido por la suma de ambos, multiplicado por 100 (Vogel-Cierna y
Wood, 2014). Tanto para la fase de habituacion, entrenamiento y test se transportd a los
roedores a la sala de experimentacion 1 hora antes; no se juntaron roedores habituados,
entrenados o testeados con aquellos que ain no ingresaban a la caja. Entre cada trial, la caja

experimental y los objetos fueron limpiados con etanol 10% para eliminar claves olfativas.

5.1. Test de localizacion de objetos (LOR)

A la SPN 11 los animales fueron sometidos a 5 dias de handing para aclimataros previo
a los protocolos. Luego, a la SPN 12, los roedores control y ejercitados, comenzaron el
protocolo LOR, consistente en:
a) habituacion: se ubicé al roedor en un box rectangular blanco (40 x 40 x 50 cm de alto),

con 1 cm de viruta y a una intensidad de 45-48 LUX luz de medida desde el suelo de la
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caja con luxémetro (Fisher Scientific). Se grabd (Sistema de anélisis Ethovision) al
roedor durante 5 minutos al dia durante 6 dias.

b) Entrenamiento: al séptimo dia, con las mismas especificaciones antes sefialadas, se
realiza el entrenamiento, so6lo cambiando el tiempo de seguimiento y grabacion a 10
minutos, trazando en la mitad de una pared del box una marca negra (sefial visual). A
ambos lados de la marca se ubican dos objetos iguales a una distancia de 1 cm de la pared
y separados por 7 cm, entre ambos.

c) Test: al octavo dia y con las mismas especificaciones, se realiza el test, con una duracion
de 5 minutos y donde uno de los objetos se debe trasladar hacia el medio de la pared

contraria, frente a la marca visual, y a 2.5 cm de separacion de la pared.

5.2 Test de reconocimiento de objeto nuevo (NOR)

Luego de 4-7 dias de descanso, se realizé el protocolo NOR, siendo las unicas diferencias
con el protocolo anterior, que se utiliza un box circular (Didmetro 28,4 cm x Altura 23 cm);
se traza la marca visual al centro del box (definida segun la orientacién del registro visual),
y que uno de los objetos se ubica al costado de la marcay el otro en diagonal a este, separados
8 cm entre si y tres 3 cm separados ambos de la pared. Por ultimo, en el dia de la prueba
(octavo dia), un objeto se reemplaza con un objeto novedoso.

Para analizar desde los videos el tiempo de exploracién a cada objeto durante el periodo
de entrenamiento y prueba, se debe medir con crondmetro el tiempo de interaccion de un
roedor con el objeto. Esto fue definido tal como en el protocolo de Vogel-Cierna y Wood
(2014) cuando la nariz del ratén esta a 1 cm del objeto y apunta directamente al objeto, para
que una linea alargada desde los ojos hasta la nariz toque el objeto. Se debe tener particular

atencion a no considerar como exploracion: que el roedor no se est4 acercando al objeto (por
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ejemplo, si el roedor se reorienta a si mismo y la nariz accidentalmente se acerca al objeto);
que el roedor esta en la parte superior del objeto (incluso si estd mirando hacia abajo en el
objeto), o que el roedor esta mirando sobre el objeto o realizando un comportamiento
repetitivo (como cavar cerca del objeto o morder el objeto). Los animales que no exploraron
mas de 3 seg en total para ambos objetos durante el entrenamiento o la prueba, y los que
tienen Indices de Discriminacion (ID) + 20 en el entrenamiento tienen un sesgo significativo
de ubicacién/objeto y fueron excluidos del analisis.

La férmula utilizada para determinar el ID es: (Tiempo explorando el objeto novedoso -
tiempo explorando lo familiar) / (tiempo total exploraciéon (novedoso + familiar)) * 100. El
ID determina la preferencia de un objeto sobre otro; por ejemplo, un ID=0 indica que no hay
preferencia entre los dos objetos; en cambio un ID tipico para memoria de largo y corto plazo
oscila entre 25 y 45. Un ID negativo grande podria indicar neofobia al objeto novedoso. Los
tiempos de exploracion totales tipicos oscilan entre 4 y 15 segundos para una prueba de 5

min (Vogel-Cierna y Wood, 2014).

6. Actividad locomotora y conductas tipo ansiosas

6.1 Open Field Test

Con el propésito adicional de evaluar el posible efecto del ejercicio voluntario sobre la
actividad locomotora general y conductas tipo ansiosas de los roedores se realizé el open
field test. Este paradigma conductual se desarrolla en una caja de acrilico (40 x 40 cm x 50
cm de alto), en donde el animal se posiciona en el centro, permitiendo su exploracién durante
5 minutos. La actividad de los animales se registré por videocamara y analiz6 posteriormente

con el Software Ethovision.
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Durante todos los registros, la caja fue iluminada a 40 lux y limpiada con etanol al 5%
entre cada ensayo. Previo a la realizacion de esta prueba, se trasladé en sus respectivas jaulas
a los roedores y se les habitud por 30 minutos a la sala de conducta (Seibenhener & Wooten,
2015).

Se determiné la distancia total recorrida (m), la velocidad promedio (m/s) y velocidad
méaxima (m/s) para cuantificar la actividad locomotora; mientras que la frecuencia (nUmero
de visitas) y el tiempo (s) de permanencia en el centro fueron utilizados para evaluar las

conductas tipo ansiosas.
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VI.  ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizO ANOVA de 1y 2 vias, con test de normalidad
Shapiro-Wilk y con post test Tukey de comparacion maltiple. Se considerd P < 0.05 como
nivel de probabilidad estadisticamente significativo. Todos los datos fueron graficados como
promedio * error estandar. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software

OriginPro.
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VIl. RESULTADOS

1. Distancia total protocolo ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post-hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en la distancia total recorrida en el protocolo
de ejercitacion voluntaria de 8 semanas, (Ejercitados WT= 150176,14 + 40736,61 m;

Ejercitados HZ= 167305,85 + 92577,35 m; Ejercitados KO= 143546,54 + 77029,61 m)

Protocolo de 8 semanas sobre rueda de ejercitacion
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Figura 7. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Distancia recorrida total
en 8 semanas (m). (SPN 14). Los datos estan representados como media = SD, *p <0.05.
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2. Distancia por dia protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en la distancia recorrida por dia en el
protocolo de ejercitacion voluntaria, (Ejercitados WT= 3754,40 + 1018,41 m; Ejercitados

HZ= 4049,62 + 2469,22 m; Ejercitados KO= 3588,66 + 1925,74 m).

Distancia diaria recorrida por genotipo en protocolo de ejercitacion
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Figura 8. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Distancia recorrida por
dia (m). (SPN 14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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3. Velocidad por dia protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en la velocidad por dia por dia en el protocolo
de ejercitacion voluntaria, (Ejercitados WT= 0,42 £+ 0,05 m/s; Ejercitados HZ= 0,42 + 0,15

m/s; Ejercitados KO= 0,45 + 0,05 m).

Velocidad diaria por genotipo en protocolo de ejercitacion
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Figura 9. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Velocidad por dia (m/s).
(SPN 14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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4. Sesiones totales protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en la cantidad de sesiones totales en el
protocolo de ejercitacion voluntaria de 8 semanas, (Ejercitados WT= 3452,66 + 566,75;

Ejercitados HZ= 2856,16 + 760,77; Ejercitados KO= 3401,5 + 1307,08).

Total de sesiones por genotipo en protocolo de ejercitacion
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Figura 10. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Sesiones totales. (SPN
14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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5. Sesiones por dia protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en la cantidad de sesiones por dia en el
protocolo de ejercitacion voluntaria, (Ejercitados WT= 86,31 + 14,16; Ejercitados HZ= 71,40

* 19,01; Ejercitados KO= 85,03 * 32,67).

Sesiones diarias por genotipo en protocolo de ejercitacion
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Figura 11. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Sesiones por dia. (SPN
14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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6. Tiempo total sobre la rueda protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias
significativas entre genotipos SERT ejercitados en el tiempo total sobre la rueda en el
protocolo de ejercitacion voluntaria de 8 semanas, (Ejercitados WT=4603,11  + 1276,97

m; Ejercitados HZ= 4405,20 + 1987,08 m; Ejercitados KO= 4102,80 £ 2030,21 m).

Tiempo total sobre rueda en protocolo de ejercitacion
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Figura 12. Protocolo de ejercitacién voluntario entre genotipos SERT. Tiempo total sobre la
rueda (m). (SPN 14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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7. Tiempo por dia sobre la rueda protocolo de ejercitacion

Se realiz6 un analisis ANOVA 1 via y un post hoc Tukey. No se observaron diferencias

significativas entre genotipos SERT ejercitados en el tiempo por dia sobre la rueda en el

protocolo de ejercitacion voluntaria, (Ejercitados WT= 115,07 + 31,92 m; Ejercitados HZ=

110,12997 + 49,67 m; Ejercitados KO= 102,39 + 50,93 m).

Tiempo diario sobre rueda en protocolo de ejercitacion
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Figura 13. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Tiempo por dia sobre la
rueda (m). (SPN 14). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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8. Distancia semanal recorrida por genotipo en protocolo de ejercitacion.
Se realizd un analisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. Se observo una diferencia
significativa entre genotipos ejercitados SERT KO y WT en la distancia recorrida en la

semana 2 (Figura 14) (Ejercitados KO= 12584,56 + 6890,83 m; Ejercitados WT= 30669,17

+4698,60 m; P = 0,018).

Distancia semanal recorrida por genotipo
en protocolo de ejercitacion
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Figura 14. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Distancia semanal
recorrida por genotipo (m). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.

41



Ademas, interesantemente, se observd una progresion en la distancia recorrida en los
genotipos SERT KO, siendo la séptima semana estadisticamente significativa comparada con
la segunda semana (Figura 15) (Ejercitados KO semana 2= 12584,56 + 6890,83 m;

Ejercitados KO semana 7= 26815,87 + 12284,62 m; P = 0,010).

Distancia semanal recorrida por genotipo
en protocolo de ejercicio
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Figura 15. Protocolo de ejercitacion voluntario entre genotipos SERT. Distancia semanal
recorrida por genotipo (m). A diferencia del grafico anterior se muestra la progresién de la distancia
recorrida de solo el genotipo SERT KO (#). Los datos estan representados como media £ SD, *p

<0.05.
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9. Actividad locomotora Open Field Test

Se realizd un analisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. Se observaron diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles=1470,21 + 493,22 cm;
Ejercitados= 2105,24 + 613,28 cm; P =0,003). Ademas, tal como esta reportado en la
literatura, se encontraron diferencias significativas entre controles KO y controles WT
(Controles KO= 890,71 + 528,57 cm; Controles WT= 1928,68 + 178,78 cm; P =0,030).
Interesantemente, esta diferencia significativa desaparece en los roedores ejercitados KO y

ejercitados WT (Ejercitados KO= 1512,25 + 230,62 cm; Ejercitados WT= 2374,23 + 602,92

cm; P =0,059).

Distancia total recorrida en OFT por genotipos control y ejercitados

3000 o°
00O

£ ag!
£ 2000 o plo
.©
o o
R =:
@ o-
a) o} o

1000 -

o
0
wr | Hz | Ko wr | Hz | Ko
Control Ejercicio
Genotipos

Figura 16. Efecto del ejercicio voluntario en la distancia recorrida en el Open Field Test entre

genotipos SERT. Distancia recorrida (cm) (SPN 12). Los datos estan representados como media +
SD, *p <0.05.
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10. Tiempo en el centro Open Field Test

Se realiz6 un analisis ANOVA 2 vias y un post-hoc Tukey. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos controles y ejercitados (Controles= 43,43 = 20,01 s;
Ejercitados= 54,85 + 20,46 s; P = 0,096). Se observé una diferencia casi nominal (P = 0,050)
entre controles WT y controles KO (Controles WT= 57,67 + 17,54 s; Controles KO= 18,34
+ 5,63 s), en correspondencia con el fenotipo ansioso descrito para los animales SERT KO.

Notablemente, esta diferencia desaparecio luego del protocolo de ejercicio.

Tiempo en el centro OFT en genotipos control y ejercitados
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Figura 17. Efecto del ejercicio voluntario en el tiempo en el centro en el Open Field Test entre
genotipos SERT. Tiempo en el centro (s) (SPN 12). Los datos estan representados como media +
SD, *p <0.05.
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11. Frecuencia en el centro

Se realizé un analisis ANOVA 2 vias y un post-hoc Tukey. Se encontraron diferencias
significativas entre grupos control y ejercitados (Controles= 17,21 + 9,93; Ejercitados= 36,25
+ 6,00; P= 7,56343E-8). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre controles
KO y controles WT (Controles KO= 6 £ 2,64; Controles WT= 25 + ,049; P= 0,002),
indicativo del fenotipo ansioso descrito en este modelo. Dicha diferencia es revertida por el
ejercicio voluntario. También, se encontraron diferencias significativas entre controles KOy

ejercitados KO (Controles KO= 6 £ 2,64; Ejercitados KO= 31 £ 6,21; P= 1,89991E-4).

Frecuencia en el centro OFT en genotipos control y ejercitados

60
* * *
o o}
% * *
S 40 < O
E 40 ) M ?F O
IS D 1
$ o O 7
o o, Q .J;,
o °
g o)
S 20
z oo
®
0 | |
wr | HZ | Ko wr | Hz | Ko
Control Ejercicio
Genotipos

Figura 18. Efecto del ejercicio voluntario en la frecuencia en el centro del Open Field Test entre
genotipos SERT. Numero de entradas en el centro. (SPN 12). Los datos estan representados como
media £ SD, *p <0.05.
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12. LOR Tiempo objeto inmavil

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 2,03 + 0,67 s; Ejercitados=
2,17 £ 0,88 s; P= 0,597) No se encontraron diferencias significativas entre genotipos

controles y ejercitados.

Tiempo en objeto inmovil test LOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 19. Location Object Recognition (LOR) entre genotipos SERT controles y
ejercitados. Tiempo de exploracién en el objeto inmavil (s). (SPN 12). Los datos estan representados
como media £ SD, *p <0.05.
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13. LOR Tiempo objeto trasladado

Se realiz6 un analisis ANOVA 2 vias y un y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 3,36 + 1,19 s; Ejercitados=
3,7 + 1,58 s; P=0,368). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre controles
KOy controles WT (Controles KO= 1,93 £ 0,23 s; Controles WT= 4,15+ 0,97 s; P=0,043),
ejercitados KO vy ejercitados WT (Ejercitados KO= 1,65 + 0,31 s; Ejercitados WT= 4,30 +
0,60 s; P=0,004). Al igual que con el parametro de nimero de toques, se observéd que el
gjercicio voluntario genero una mejora significativa en los animales HZ respecto al grupo

KO (Ejercitados KO= 1,65 £ 0,31 s; Ejercitados HZ= 4,45 + 1,62 s; P=0,002).

Tiempo objeto trasladado test LOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 20. Location Object Recognition (LOR) entre genotipos SERT controles y
ejercitados. Tiempo de exploracion en el objeto trasladado (s). (SPN 12). Los datos estan
representados como media + SD, *p <0.05.
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14. LOR Tiempo de exploracion total

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 5,39 + 1,75 s; Ejercitados=
5,74 + 2,49 s; P=0,606). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre ejercitados
KO y ejercitados WT (Ejercitados KO= 3,00 £ 0,47 s; Ejercitados WT= 6,81 + 0,96 s; P=

0,037).

Tiempo exploracion total test LOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 21. Location Object Recognition (LOR) entre genotipos SERT controles y
ejercitados. Tiempo de exploracion total (s). (SPN 12). Los datos estan representados como media £
SD, *p <0.05.
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15.LOR ID

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 23,76 + 13,43; Ejercitados=
24,06 + 10,91; P=0,152). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre controles
HZy controles WT (Controles HZ= 20,37 + 5,26; Controles WT= 35,06 * 8,56; P=0,037),
controles KO y controles WT (Controles KO= 6,85 £ 9,65; Controles WT= 35,06 £ 8,56; P=
2,51692E-4). Al analizar el efecto del ejercicio, se encontr6 que los animales WT no difieren
de los HZ. Se encontraron diferencias significativas entre ejercitados KO y ejercitados WT
(Ejercitados KO= 10,11 + 8,22; Ejercitados WT= 26,57 = 5,32; P=0,025), ejercitados KO y
ejercitados HZ (Ejercitados KO= 10,11 £ 8,22, Ejercitados HZ= 30,85 + 8,35; P=0,003).

Indice de discriminacion test LOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 22. Location Object Recognition (LOR) entre genotipos SERT controles y
ejercitados. indice de Discriminacion. (SPN 12). Los datos estan representados como media + SD,
*p <0.05.
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16. NOR Tiempo objeto familiar
Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 2,32 + 0,97 s; Ejercitados=

2,64 £0,65s; P=0,279).

Tiempo objeto familiar test NOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 23. Novel Object Recognition (NOR) entre genotipos SERT controles y ejercitados.
Tiempo de exploracién en el objeto familiar (s). (SPN 12). Los datos estan representados como media
+ SD, *p <0.05.
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17. NOR Tiempo objeto cambiado

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 3,50 + 1,50 s; Ejercitados=
3,92 + 1,31 s; P=0,263). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre controles
KOy controles WT (Controles KO= 1,63 £ 0,32 s; Controles WT= 4,33+ 1,41 s; P=0,007),
ejercitados KO vy ejercitados WT (Ejercitados KO= 2,21 + 0,50 s; Ejercitados WT= 4,92 +

0,81 's; P=0,003).

Tiempo objeto cambiado test NOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 24. Novel Object Recognition (NOR) entre genotipos SERT controles y ejercitados.
Tiempo de exploracién en el objeto cambiado (s). (SPN 12). Los datos estan representados como
media £ SD, *p <0.05.
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18. NOR Tiempo de exploracion total

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 5,83 + 2,38 s; Ejercitados=
6,56 + 1,90 s; P=0,252). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre ejercitados
KOy ejercitados WT (Ejercitados KO= 4,34 + 1,00 s; Ejercitados WT= 7,97 + 1,25 s; P=

0,030).

Tiempo de exploracion total test NOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 25. Novel Object Recognition (NOR) entre genotipos SERT controles y ejercitados.
Tiempo de exploracion total (s). (SPN 12). Los datos estan representados como media = SD, *p <0.05.
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19.NOR ID

Se realiz6 un andlisis ANOVA 2 vias y un post hoc Tukey. No hay diferencias
significativas entre los grupos control y ejercitados (Controles= 18,98 + 14,87; Ejercitados=
17,92 £ 11,75; p = 0,759). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre controles
KOy controles WT (Controles KO= 2,10 + 8,28; Controles WT= 28,73 + 11,66; p= 0,005),
ejercitados KO y ejercitados WT (Ejercitados KO= 1,57 + 10,94; Ejercitados WT= 23,51 +
6,68; p= 0,014), ejercitados KO y ejercitados HZ (p= 0,015; Ejercitados KO= 1,57 £+ 10,94;

Ejercitados HZ= 23,24 + 3,52; p= 0,015).

Indice de discriminacion test NOR en genotipos controles y ejercitados
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Figura 26. Novel Object Recognition (NOR) entre genotipos SERT controles y ejercitados.
indice de Discriminacion. (SPN 12). Los datos estan representados como media + SD, *p <0.05.
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VIII. DISCUSION

1. Mediciones del ejercicio voluntario en los genotipos SERT.

No se encontraron reportes previos en literatura respecto al efecto del ejercicio voluntario
en modelos genéticos con niveles alterados de SERT. En el presente trabajo, no se
encontraron diferencias entre genotipos en los parametros evaluados durante el ejercicio
voluntario, tales como la distancia total recorrida; distancia recorrida por dia; velocidad por
dia; namero de sesiones por dia, tiempo total sobre la rueda y en el tiempo por dia sobre la
rueda (Figuras 7 al 13). Al respecto, la Unica informacion previa disponible respecto a la
actividad locomotora basal del raton SERT KO indica un fenotipo hipolocomotor evaluado
durante 5 minutos (Kalueff, et al, 2006; 2007) y la ausencia de hiperlocomocion inducida por
MDMA (un sustrato de SERT) evaluado durante 60 minutos (Bengel et al 1998). En el
presente trabajo, encontramos que el ejercicio voluntario induce un efecto benéfico sobre la
hipolocomocidn basal de ratones SERT KO comparado a animales WT, presentdndose una
tendencia similar pero que no es estadisticamente significativa al término de las 8 semanas
de ejercicio. No obstante, en el seguimiento semanal de la progresion de ejercicio, se observo
una significativa mayor distancia recorrida por los SERT WT versus los SERT KO en la
segunda semana de protocolo. Interesantemente, esta diferencia desaparece en la siguiente
semana, pues el rendimiento de los SERT KO desde la segunda a la séptima semana aumenta
significativamente (Figura 14 y 15).

Este comportamiento no descrito anteriormente, puede deberse a que los paradigmas por
los cuales ha sido determinada la hipolocomocion, tanto la comparacion de la distancia total
recorrida durante 5 minutos en un box cilindrico entre genotipos SERT (Kauleff et al. 2007),

la distancia total en un Novel Open Field Test entre dos lineas genéticas SERT KO
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comparadas con sus controles (Zhao, et al. 2006), la distancia total recorrida en 60 min en un
Novel Open Field Test en donde se inhibio transitoriamente 5-HTT durante el desarrollo
temprano de roedores con el ISRS fluoxetina, una serotonina que produjo un efecto similar
al fenotipo conductual de roedores SERT KO (Ansorge et al. 2004) y la distancia total
recorrida en 60 min en un Novel Open Field Test en un tratamiento farmacoldgico de bloqueo
del receptor 5-HT 1A en donde se compar6 al SERT KO con salino con un SERT WT con
salino (Alexandre, et al. 2006), han sido realizados en distintos (box y tiempo) paradigmas
de Open Field en donde ademas interactla el fenotipo ansioso del SERT KO. A diferencia
de estos paradigmas, el protocolo de ejercitacion utilizado empled un periodo de 8 semanas,
el cual puede haber disminuido el impacto de factores propios de los otros paradigmas antes
mencionados, tales como un menor tiempo de habituacion y la ansiedad ante el contexto
novedoso. Puesto que en esta investigacion el protocolo de 8 semanas de ejercicio voluntario
fue eficaz en aminorar las conductas tipo ansiosas en el SERT KO y HZ, es posible considerar

que erradicada esa conducta, se revierte el fenotipo conductual hipolocomotor.

2. Efecto del ejercicio voluntario en la actividad locomotora en el open field test.

Al analizar los parametros de actividad locomotora horizontal en el open field test, se
observd que, independiente de su genotipo, los animales ejercitados durante 8 semanas
recorrieron significativamente méas distancia que los grupos control (Figura 16). Dentro de
los animales control sin ejercicio, se encontré que los ratones SERT KO recorrieron
significativamente menos distancia que los controles SERT WT (Figura 16), fenotipo ya
descrito previamente; del mismo modo, los animales SERT HZ presentan un fenotipo
intermedio (Kauleff et al., 2007; Zhao, et al., 2006; Ansorge et al. 2004; Alexandre, et al.

2006, Murphy and Lesch, 2008). Interesantemente, se observé que en los animales
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ejercitados, desaparecié la diferencia significativa observadas en condiciones basales entre
los genotipos SERT KO y WT. Esto demuestra que el nivel de expresion de SERT modera

el efecto del ejercicio voluntario sobre la actividad locomotora de los roedores.

3. Efecto del ejercicio voluntario en las conductas tipo ansiosas de genotipos SERT.

Uno de los paradigmas clasicos para evaluar la conducta tipo ansiosa en roedores es el
Open Field Test. En este, se mide el nimero de visitas (frecuencia) y el tiempo total que
permanece el roedor en el cuadrante central. Tal como estaba previamente descrito, se
encontrd que, en ausencia de ejercicio, los animales SERT KO presentan una mayor conducta
ansiosa (valores significativamente menores en tiempo y frecuencia en el centro) comparados
al grupo SERT WT, mientras que los animales SERT HZ tienen un fenotipo intermedio,
indicativo del efecto de dosis génica, también descrito en este modelo animal (Murphy and
Lesch, 2008) (Figuras 17 y 18). Sin embargo, al someter a los animales al protocolo de
ejercicio voluntario durante 8 semanas, dichas diferencias desaparecen, evidenciando que
SERT tiene un rol moderador sobre el efecto benéfico de la actividad fisica.
Interesantemente, el ejercicio generd una diferencia significativa entre controles SERT KO
y ejercitado KO en la frecuencia en el centro en el OFT (Figura 9).

Para comprobar méas robustamente el impacto moderador de SERT sobre efecto del
ejercicio voluntario observado en esta tesis, seria necesario evaluar otros paradigmas de
conductas tipo ansiosas, como por ejemplo el laberinto elevado en cruz o el test de

emergencia luz-oscuridad, para asi robustecer los resultados de la presente tesis.
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4. Efectos del ejercicio voluntario en el LOR entre genotipos SERT.

Se encontraron diferencias significativas entre genotipos SERT KO y SERT HZ posterior
al ejercicio en los parametros evaluados en el test LOR, siendo los SERT HZ los mas
beneficiados.

No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de exploracién en el objeto
inmavil, mientras que en el tiempo de exploracion en el objeto trasladado se encontraron
diferencias significativas entre controles SERT WT y SERT KO y entre ejercitados SERT
WT y HZ versus SERT KO. En el tiempo de exploracion total (ambos objetos) se encontraron
diferencias significativas entre ejercitados SERT WT y SERT KO.

Por ultimo, se encontraron diferencias significativas en el 1D entre controles SERT WT
versus SERT HZ y KO, y entre ejercitados SERT WT y HZ versus SERT KO. En
complemento a estos datos, si bien el principal efecto del ejercicio se observa en roedores
SERT HZ, se debe considerar que la principal medida para evaluar la memoria episodica a
largo plazo es la puntuacion sobre 25 de ID, en la cual solo 1 de 5 roedores controles SERT
HZ lo alcanza, a diferencia de los roedores ejercitados SERT HZ, donde 5 de 6 lograron
superar este puntaje, observacion que no necesariamente, tal como se observa en la Figura
24, se traduce en diferencias estadisticamente significativas.

En conclusion, SERT ejerce un rol moderador sobre el efecto del ejercicio voluntario en
el paradigma LOR, siendo el genotipo SERT HZ el més beneficiado, presentando valores

similares a los animales WT.
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5. Efectos del ejercicio voluntario en el NOR entre genotipos SERT.

Se encontraron diferencias significativas entre genotipos SERT KOy SERT HZ posterior
al ejercicio en los parametros evaluados en el test NOR, siendo los SERT HZ los mas
beneficiados.

No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de exploracion en el objeto
familiar, mientras que en el tiempo de exploracion en el objeto cambiado se encontraron
diferencias significativas entre controles SERT WT y SERT KO y entre ejercitados SERT
WT y SERT KO. En el tiempo de exploracion total (ambos objetos) se encontraron
diferencias significativas entre ejercitados SERT WT y SERT KO.

Por altimo, se encontraron diferencias significativas en el ID entre controles SERT WT
y SERT KO, y entre ejercitados SERT WT y HZ versus SERT KO. Similar al test anterior,
el principal efecto del ejercicio se observa en roedores SERT HZ, donde es importante sefialar
que, solo 1 de 5 roedores controles SERT HZ lo alcanza un ID sobre 25, a diferencia de los
roedores ejercitados SERT HZ, donde 3 de 6 lograron superar este puntaje, tal como se
observa en la Figura 28. Por lo tanto, SERT tiene un efecto moderador sobre el efecto del

ejercicio voluntario en parametros de memoria evaluados en el test NOR.
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IX. CONCLUSIONES

A partir de los resultados de esta investigacion, podemos concluir que la ejecucion de

ejercicio voluntario:

1) Es similar en ratones, independiente de su genotipo SERT, sometidos a un protocolo

de 8 semanas de ejercicio voluntario, en todas las variables analizadas.

2) Aumenta la actividad locomotora en ratones, independiente de su genotipo SERT, y
en particular es capaz de revertir el fenotipo hipolocomotor de los ratones SERT KO

en ausencia de ejercicio.

3) Revierte el fenotipo ansioso de ratones SERT KO, comparado a sus congéneres SERT

WT, en ausencia de ejercicio.

4) Mejora el desempefio cognitivo de los ratones SERT HZ, tanto en el reconocimiento
de objeto cambiado en el paradigma NOR, como en el de reconocimiento de objeto

trasladado LOR

Por lo anteriormente demostrado, se puede concluir que existe una interaccién genético-
ambiental entre SERT y el ejercicio voluntario, por cuanto el primero ejerce un rol moderador
sobre el efecto benéfico tanto en parametros cognitivos como de comportamiento ansioso en

el modelo de estudio.
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XI. FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Regiones cerebrales involucradas en la memoria episddica en roedores.
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Fuente: Allen y Fortin (2013)

Figura 2. Circuito neural subyacete a la memoria episddica en roedores.
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Figura 3. Proyecciones Serotoninérgicas del Nucleo Dorsal y Medial del Rafe

DRN
Inferior colliculus (B5, B7) - SPPO=atpds

Cerebral cortex

Superior colliculus
Cerebellum

Olfactory bulb

“— Preoptic area
Thalamus

Bl (B5.B8) Hypothalamus

Fuente: Dennis L. Murphy and Klaus-Peter Lesch (2008)

Figura 5. Modelo de rueda de carrera voluntaria

Fuente: WIZ Technologies (2017).
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Figura 6. Protocolo Novel Object and Location Recognition
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Fuente: Vogel-Cierna y Wood (2014)
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Tabla 1. Clasificacion de los receptores de serotonina en el sistema nervioso central

Receptor Distribucion

5-HT1A Hipocampo, amigdala, septum, corteza entorrinal y cingulata, hipotalamo,
nacleos del rafe

5-HT1B Ganglios basales, hipocampo (ARNmM)

5-HT1p Ganglios basales, hipocampo, corteza, nacleos del rafe y nicleo
accumbens (ARNmM)

5-HTie Corteza entorrinal, caudado putamen, hipocampo, amigdala

5-HT1r Corteza cingulata y entorrinal, estriado. hipocampo, bulbo olfatorio, NRD

5-HT2a Corteza, estriado, hipocampo. ndcleo accumbens, bulbo olfatorio, nlcleo
Caudado

5-HT28 Cerebelo, septum lateral, hipotdlamo dorsal, amigdala media

5-HT2c Plexo coroideo, corteza, hipotdlamo, hipocampo, nudcleo accumbens,
amigdala, ganglios de la base, septum, central grey, médula espinal

5-HT3 Hipocampo, corteza entorrinal, amigdala, nucleo accumbens, tracto
solitario, nervio trigémino, médula espinal, nervio vago

5-HT4 Hipocampo, estriado, bulbo olfatorio, sustancia negra

5-HTsa Hipocampo, hipotalamo, corteza, tdlamo, estriado, bulbo, médula

5-HTss Hipotalamo, hipocampo, habénula, NRD, bulbo olfatorio, corteza
entorrinal y piriforme

5-HTs Estriado, bulbo olfatorio, nucleo accumbens, hipocampo

5-HT~ Corteza, septum, talamo, hipotdlamo, hipocampo, amigdala, coliculos
superior

Fuente: Frazer y Hensler (1994), Barnes y Sharp (1999), Hoyer et al. (1994).
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Tabla 2. Clasificacion de los grupos celulares serotoninérgicos y su estructura anatomica

Grupo de cuerpos | Estructura anatémica
celulares
conteniendo 5-HT
Grupo con B1 Nucleo del rafe palido, médula ventrolateral caudal
royecciones -
proy B2 Nucleo del rafe oscuro
hacia la
medula B3 Nucleo del rafe magnus; médula ventrolateral
espinal rostral, nacleos reticulares intemedios
B4 Nucleo del rafe oscuro (parte dorsolateral)
Grupo con B5 Nucleo del rafe medio (parte caudal)
Eroy_/ecmlones B6 Nucleo del rafe dorsal (parte caudal)
acia e
cerero B7 Nucleo del rafe dorsal (parte rostral)
anterior B8 Nucleo del rafe medio (parte rostral), nicleo lineal
caudal; nacleo del pontis oralis
B9 Nucleo del pontis oralis; region supralemniscal

Fuente: Frazer y Hensler (1994)
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