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Resumen:

La memoria puede entenderse como un mecanismo adaptativo de los
organismos a los continuos cambios en el ambiente; este mecanismo permite
mantener un equilibrio entre el organismo y su medio a través de una continua
interaccion. El como se suscita esta interacciéon ha sido una larga tarea para
muchas disciplinas, entre ellas la Psicofisiologia. Partimos de la idea de que el
aprendizaje y la memoria son procesos cerebrales complejos, y su
establecimiento depende de estructuras y circuitos neuronales implicados en la
adquisicion y formacion de la memoria, como el hipocampo. Se entiende que la
experiencia produce cambios en la comunicacion de las células del sistema
nervioso central (aprendizaje) y que estos pueden ser duraderos o no. A estos
cambios se les denomina plasticidad sinaptica. La memoria es un fenédmeno que
depende de que estos cambios se den y se establezcan en el sistema nervioso.
La memoria aporta un sustrato de informacién constante, al organismo, que le
permite interactuar con el medio. La memoria explicita, asi como la espacial
estan relacionadas con el sistema hipocampal. Los mecanismos que dan lugar a
la plasticidad sinaptica son un conjunto de eventos moleculares que se disparan
en las neuronas gque se activan a consecuencia de eventos conductuales. De
ellos, la expresion de genes y la regulacién de proteinas, son mecanismos
estudiados por su relacion con formas persistentes de plasticidad sinaptica que
se considera subyacen a la formaciéon de la memoria a largo plazo. En este
trabajo nos centramos en la expresion de un gen llamado Arc, el cual es un gen
efector de expresion inmediata (Lahanan A; Worley P., 1998), que se induce a
través de la actividad neuronal. Se presume que este gen es importante para los
cambios plasticos estructurales por su interaccion con proteinas del citoesqueleto
y se ha demostrado que estd relacionado con el escalamiento sinaptico, el cual
es un mecanismo plastico que permite mantener los cambios en la eficiencia
sinaptica a largo plazo. Previamente se habia encontrado que, después de una
exploracién, Arc se expresa de manera sostenida en el giro dentado del
hipocampo. En el presente trabajo caracterizamos dicho fenémeno vy
demostramos mediante una estrategia histoldgica que la presencia duradera del
gen esta relacionada a una trascripcion sostenida del mismo y caracterizamos
parcialmente el curso temporal de la trascripcidon sostenida de este gen, lo que
parece durar alrededor de 8 horas. En la discusién se sugiere la posibilidad de
que la permanencia a largo plazo de la proteina de Arc este relacionada con el

proceso de consolidacion de memoria espacial.



Capitulo 1. De las neuronas a la conducta

En Psicologia se pueden reconocer histéricamente dos enfoques para
explicar la conducta: uno en el que se enfatiza la importancia de las variables
ambientales como determinantes de la conductay se considera que la interaccion
del medio con el organismo es instructiva; este enfoque se conoce como
conductista y estudia la relacidon estimulo-respuesta. En el otro, la conducta se
estudia de la mano de ciencias como la Biologia, la Anatomia y la Fisiologia, es
decir, partiendo del principio de que el sustrato biolégico es inherente a la
conducta. El interés esta en entender el papel que juega el sistema nervioso como
el responsable de dar origen a la conducta. Por su parte, la escuela conductista al
eliminar especulaciones que considera subjetivas como el concepto de los
“procesos mentales”, por considerarlos no observables e independientes a las
cuestiones “propias” de la conducta, asume que el sistema nervioso juega un

papel pasivo.

El problema de la aproximacion conductual es que al intentar abandonar la
especulacion de lo que ocurre en relacion a los “procesos mentales” niega la
inminente participacion del sustrato biolégico que subyace a la conducta, limitando
su estudio a un solo nivel de andlisis, el de la descripcion de la conducta, lo que
nos aleja de la posibilidad de generar una explicacién integral del problema; la
cual debiera de incluir otros niveles de analisis como el de los algoritmos de
procesamiento, los substratos anatémicos y fisiolégicos del funcionamiento del
sistema nervioso, ademas de la descripcion detallada de las variables
conductuales que, finalmente, deberan generar una explicacibn que satisfaga los
conceptos a todos los niveles, incluyendo la experiencia del hombre coman (Marr,
1945).

La idea de satisfacer por medio de diversas aproximaciones cientificas los
diferentes niveles de analisis no permed en la escuela conductual, probablemente
por considerar que los “procesos mentales” eran inaccesibles para su estudio
cientifico. Esta visién probablemente tenia cierta validez a principios de los afios
40, por las limitantes metodoldgicas de la época, pero el desarrollo de las
neurociencias modernas, que ha sido notablemente acelerado en los ultimos afos,
nos permite estudiar tanto el substrato estructural, como los detalles de los
mecanismos celulares que dan lugar a la actividad neuronal. Esto nos permite

entender como y con qué funciona el 6rgano que da lugar al procesamiento de la



informacién proveniente de los estimulos. Esta idea se puede resumir en la

expresion de Barlow (1972):

“El pensamiento se construye por medio de la actividad de las neuronas y
no debiéramos utilizar frases como: la actividad neuronal refleja o
monitorea los procesos de pensamiento. Porque la actividad de las

neuronas simplemente es en si misma el proceso de pensamiento.”

Al asumir lo anterior, el estudio de la conducta queda vinculado necesariamente
con el estudio de la actividad neuronal y el producto de ella. Para algunos, la
actividad neuronal genera una representacion de la realidad y para otros esta
actividad es en si misma el proceso de conocimiento. Estas dos concepciones
bioldgicas, cuyas diferencias pudieran considerarse sutiles, empero fundamentales,
seran discutidas en adelante con el propoésito de entender los elementos que cada
una de ellas aporta para al estudio del problema cognitivo que nos atafie en el

presente trabajo, que se trata de la formacién de la memoria espacial.

Los dos enfoques que tomaremos para este estudio servirdn de apoyo y para
cotejar al mismo tiempo los principios de estudio con los que se rigen, y
finalmente ver si convergen; aunque lo importante es que cada uno revelara
distintos aspectos del aprendizaje, los cuales detallaremos adelante. Las posturas

son: la representacionista y la que llamaremos no-representacionista.

El sistema nervioso puede ser visto como un instrumento a través del cual el
organismo obtiene informacion del ambiente, para asi construir una representacion
del mundo. Lo anterior implica que hay una interaccidon entre el organismo y el
estimulo, y que el sistema nervioso funciona como un 6rgano que permite el
ingreso y procesamiento de la informacién entrante a través de nuestros sentidos
(Marr, 1945). Esta postura representacionista, se ha construido desde la gestalt,
y posteriormente se ha desarrollado de manera detallada con las aportaciones de
tedricos como Hebb (1949), Marr (1976), McNaughton (1996) y Sakurai (1999)
entre otros. Esta postura es probablemente la que predomina actualmente en las
neurociencias modernas; en ella existe una base racional para postular que la
funcién neuronal es el procesamiento de los estimulos y la generacion de una
interpretacion o representacion de ellos en base a un sistema formal de

codificacion basado en la actividad de las células nerviosas.



La diferencia entre la postura representacionista y la no-representacionista, radica
principalmente en las reglas de acciéon que modifican el estimulo y por ende la
respuesta conductual. Este otro enfoque, surge de los trabajos hechos por
Maturana y Varela, en el que se ve al sistema nervioso como un sistema
determinado como una red de interacciones neuronales circulares; esta red de
elementos interconectados capaces de cambios estructurales son o constituyen la
historia del acoplamiento estructural (definiendo “acoplamiento estructural” como
“adaptaciones” en términos de la Biologia clasica). Por lo que en esta visién, la
informacién no esta preestablecida, no se adquiere del medio a través de
representaciones, sino que esa informacion implica necesariamente regularidades
que son producto de las actividades cognitivas, las cuales son la actividad neuronal
en interaccion constante con el medio. Esto difiere sutilmente de lo planteado por
Barlow, en el sentido de que no contempla como una posibilidad la actividad
neuronal, como un proceso cognitivo aislado de la interaccién con el medio. En
otras palabras lo endégeno y lo exdgeno se definen mutuamente. De esta forma,
el sistema nervioso constituye el elemento principal en la relacién entre el medio
y el organismo donde el resultado es el fenbmeno de “cognocere”, acufiado por
Varela. Esta postura es planteada por Maturana, Varela, Oyama, entre otros; que
buscan dar un salto hacia una perspectiva en mayor contacto con el organismo,
tomando en cuenta que el sistema nervioso esta sublevado al mantenimiento del
organismo (Maturana y Varela, 1994), esta es una de las reglas de accion en las
que se distingue de la postura representacionista, que bajo la perspectiva de la
Biologia clasica, propone que este fendmeno esta sublevado al mantenimiento de

la especie, no del organismo en particular.

Para la postura no-representacionista, el funcionamiento béasico de cualquier
organismo (con o sin sistema nervioso), implica un metabolismo celular, lo que
quiere decir que sus componentes moleculares estan dinamicamente relacionados
en una continua red de interacciones. Es interesante cdmo este metabolismo, que
en bioguimica no es otra cosa que “la suma total de los procesos quimicos que
toman lugar en las células” (Alberts, et al. 1994), forma los componentes que
integran al organismo (la membrana, los organelos, lo genes y su proteinas, etc...)

dando como resultado estructuras que regulan el funcionamiento interno.

Esta postura, sugiere como una generalidad en cualquier organismo, la
organizacion (relaciones entre sus componentes), la cual lo autodefine como una

unidad auténoma o, como una unidad homeostatica y, dentro de esta autonomia,



la preservacion del organismo es lo esencial, mientras que para la Biologia clasica,

el objetivo principal es la preservacion de la especie.

La preservacion del organismo implica la conservacion de su identidad, la cual,
aunada a la invariancia de sus relaciones, son la base de cualquier transformacion
ontogenética y evolutiva (Maturana y Varela, 1994). La homeostasis o
metabolismo celular esta comprendido en las dos corrientes que contemplamos, es
decir, ambas posturas reconocen esta autonomia del organismo para mantener un
estado de equilibrio dinamico, a través de un conjunto de mecanismos que tienden
a alcanzar una estabilidad en las propiedades de su medio interno, y por lo tanto,
de la composicién bioquimica de los liquidos, células y tejidos, para mantener la
vida (del organismo y de la especie). Con lo anteriormente mencionado inferimos
que, a nivel molecular las propuestas parten de un punto en comun al considerar
la existencia de una tendencia al equilibrio, en el ambiente interno y en su relacion
con el medio. Por lo tanto, toda la organizacion estructural y funcional de los seres
tiende hacia un equilibrio dinAmico. Esta caracteristica de dinamismo, en la que
todos los componentes estan en constante cambio para mantener dentro de unos
margenes el resultado del conjunto (frente a la vision clasica de un sistema
inmovil), es un punto de coincidencia entre los dos enfoques, pues lo distinguen

como una importante caracteristica del ser vivo.

Ademéas de un metabolismo, existe una organizacién en el organismo que,
podemos describir como un patron o configuracion. Esta organizacion es por lo
tanto un mecanismo de constitucion de identidad. En el proceso de constitucion de
identidad, se advierte una circularidad o red de producciones metabdlicas (como
la produccién de una membrana que posibilite dicha red, entre otras). En palabras

de Maturana:

“Esta circularidad fundamental es por lo tanto una autoproduccién Unica
de la unidad viviente a nivel celular. El término autopoiesis designa esta
organizaciéon minima de lo vivo. Toda organizacién autopoiética, ocurre no
s6lo en términos de su estructura fisico-quimica, sino que también en
tanto unidad organizada, esto es, en referencia a su identidad

autoproducida.” (Maturana y Varela, 1994).

Podemos decir que esta propuesta sugiere que el sistema nervioso funciona en
conjunto con el organismo, es decir, como una totalidad, pues todos sus

elementos, la manera en la que éstos se organizan y los diferentes dominios -



como el aprendizaje y la memoria-, tienen un comun denominador: ser fenémenos
de transformacioén del sistema nervioso, que subyacen a los cambios conductuales.
De acuerdo a Maturana y Varela estos cambios en la conducta, tienen lugar para la
manutencion de la autopoiesis (arriba descrita) del organismo mismo; mientras
que para la Biologia clasica y la corriente representacionista, la accién del sistema
nervioso es integral, puesto que funciona como un todo, la diferencia en la 6ptica
representacionista, radica en que el sistema nervioso es importante por su papel

en la adaptaciéon del organismo y la supervivencia de la especie.

En la posicidbn no-representacionista, se enfatiza la particularidad de la morfologia
de las células nerviosas y su organizacién, basada en una red de correlaciones
senso-efectoras con acoplamientos especificos, pero mas importante aldn, es la
manera en que dicha red se implementa mediante cambios en las caracteristicas

funcionales de las neuronas y las conexiones (Maturana y Varela, 2003).

Haciendo un breve recuento de los puntos que hasta ahora hemos reconstruido,
sabemos que uno de los principios del funcionamiento de todo organismo es su
autonomia homeostatica, basada en el metabolismo celular; también sabemos que
lo anterior implica un acoplamiento estructural o adaptacion (el vocablo depende
de que corriente se tome) que, se da a través de una interaccion constante entre
el organismo y el medio (equilibrio dinamico); por ultimo, tenemos que el sistema
nervioso y su organizacion estructural (sus componentes y la relacién particular
entre ellos), se encuentran insertos en un organismo que de igual forma se rige
por las mismas leyes de funcionamiento, es decir que, el sistema nervioso, se
define como un tejido de células peculiares que participa (con “clausura
operacional” en términos de Maturana) en la regulacién y el mantenimiento de un
organismo, nunca de manera independiente; y que la Psicologia bioldégica define

como intervencién somatica (Rosenzweig, et al. 2001)

Ahora, de qué manera la conducta (comer, correr, aprender, etc.) se relaciona o
mejor dicho participa como agente regulador del substrato biolégico, resulta
interesante y complejo. De inicio, comencemos por definir a la conducta como la
descripcion que un observador hace de los cambios de estado que un sistema
presenta con respecto a un medio al compensar las “perturbaciones”, (o
informacién, estimulacion o como se le quiera llamar), que de éste recibe
(Maturana y Varela, 1994). De esta manera, el sistema nervioso no tiene como
funcion inventar la conducta, sino expandir las posibilidades de interaccién ante

alteraciones endégenas y exoégenas, es decir, si el sistema nervioso amplia el



campo (por su intervencion en todo el organismo) y el nUmero (por la tremenda
proliferacion de neuronas y tipos de neuronas) de las posibles correlaciones senso-
efectoras, no so6lo entre las superficies sensoriales y las superficies motoras del
organismo, -como fue en su inicio, dentro de la historia filogenética de los seres
Vivos- sino entre variados tipos de neuronas o tejidos especializados, que pueden

o0 no culminar en una accién motora.

Resumiendo, tenemos dos aspectos principales en los que el sistema nervioso
participa en los fenédmenos cognoscitivos: el primero implica su papel en la
ampliaciéon del dominio de interacciones del organismo, es decir, despliega un
abanico de posibles estados en el organismo, lo que es resultado de la vasta
diversidad de configuraciones neuronales entreveradas que, para Maturana y
Varela, es la clave de su participacion en el operar del organismo; el segundo es
que provee al organismo de nuevas dimensiones de acoplamiento estructural o
adaptacion, dado que gracias a €él, es factible la asociaciéon de un sin nimero de
estados internos con la diversidad de interacciones en que éste puede entrar. Por
lo anterior, podemos atrevernos a decir que el sistema nervioso hace posible: mas
dominios de interaccion y mas dimensiones de acoplamiento estructural o
adaptacion. En el caso del hombre esto se refiere a la posibilidad de un lenguaje,
de la autoconciencia (conducta en el dominio de la autoobservacion) y el

aprendizaje, por ejemplo (Maturana y Varela, 2003).

Por lo tanto, el aproximarnos al entendimiento psicoldgico del sistema nervioso
necesariamente implica el estudio de su dindmica interna, de sus cambios
estructurales y de su relacion con el medio, como lo plantea la Fisiologia, pues,
remitirnos al estudio de la memoria, como es el caso del presente trabajo, sin
tomar en cuenta los mecanismos que le subyacen o relegando la importancia de
éstos, seria negar automaticamente nuestra identidad como seres vivos y como

humanos.

Después de este breve andlisis de los mecanismos de accién bajo los que trabaja
el sistema nervioso en su operar con el medio, constatamos que las dos corrientes
(la representacionista y la no-representacionista) dan descripciones interesantes
de estos mecanismos y, aunque s6lo se han descrito sus planteamientos respecto
al operar del sistema nervioso, a lo largo del trabajo afiadiremos datos relevantes
que nos ayuden en la comprension del aprendizaje como fenémeno, de manera tal
que, ambas posturas nos enriquezcan. Cabe mencionar que serd mas extenso y

diverso el aporte tedérico que incluiremos con relacibn a la corriente



representacionista debido pues cuenta con abundante trabajo experimental,
basado en los métodos de la Biologia clasica, en los que se describe en detalle los
procesos biolégicos que dan lugar al procesamiento de la informacion, lo que
incluye, entre otras cosas, eventos importantes que estudiamos en este trabajo

como son la trascripcion de genes y su traduccion a proteinas.

Dentro del representacionismo como modelo tedrico de investigacion, existen
aproximaciones al estudio de estos mecanismos neuronales que han culminado en
nociones muy completas acerca del funcionamiento del sistema nervioso y de
muchos de sus elementos de manera mas particular, resultando en excelentes

observaciones acerca del acoplamiento del organismo y el medio.

En el estudio de la formacion de la memoria, las investigaciones hechas desde el
siglo XIX ya conjeturaban que ciertos cambios en las neuronas y sus conexiones
podrian constituir un mecanismo de almacenamiento de recuerdos (Ramoén vy
Cajal, 1893). En 1906 Sherrington, propuso su teoria de la sinapsis y en ella

agrego un apartado en el que planteo lo siguiente:

“privada de toda oportunidad de reproducirse a si misma y de aumentar
su nimero mediante mitosis o de otra manera, la célula nerviosa dirige su
energia reprimida hacia la amplificacion de sus conexiones con sus
comparieras, en respuesta a los sucesos que la estimulan. De ahi que sea

capaz de una educacion desconocida en los otros tejidos”.

Desde Ramoén Cajal hasta los programas de investigacion actuales, esta teoria se
ha relacionado con la formacién de la memoria y pone énfasis en la importancia de
la flexibilidad de las conexiones para establecer o modificar los patrones de

actividad que se generan en los circuitos neurales.

En la teoria de representacion de la informacién, se considera que la funcién
principal del sistema nervioso es procesar informacién, es decir, transformarla en
un sistema formal de representacion o coédigo basado en la actividad de las
neuronas. La actividad neuronal se establece en patrones, formando circuitos
neuronales. Los grupos de neuronas se organizan de una forma que les permite
mantener y repetir, a lo largo del tiempo, los patrones de actividad que se
generaron con la estimulacién. La organizaciéon de las neuronas que forman un
grupo, no implica de forma necesaria una disposicion espacial ordenada, dado que,

pueden estar distantes unas de las otras. Por lo anterior se propone que organizar
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y mantener de la capacidad de generar patrones de actividad (incluso en ausencia
del estimulo), depende inicialmente de la reverberacidon o repeticion del patron de
actividad y posteriormente, de cambios en la comunicacion entre sus elementos,
es decir que, para mantener la respuesta a largo plazo, debe de suscitarse un
cambio significativo que modifique las conexiones sinapticas entre los miembros

del circuito.

En 1949 el Psicdlogo Donald O. Hebb, denominé ensambles neuronales al
establecimiento de redes neuronales relativamente complejas. Asi mismo, el
ensamblaje de neuronas estara encargado de representar la informacion, es decir,
de aludir a cierta informacion y de mantenerla. Ahora bien, de qué manera el
sistema nervioso central (SNC) forma ensambles que reflejan el cambio en la

comunicacién interneuronal, queda expresado de la siguiente forma:

“Cuando el axdn de una célula A esta lo bastante cercano a una célula B
como para excitarla y repetida o persistentemente la excita, tiene lugar
algun proceso de crecimiento o cambio metabdlico en una o ambas
células, de modo tal que la eficiencia de A, como una de las diversas

células que hace disparar a B, aumenta.”(Hebb,1949).

El postulado de Hebb (mencionado arriba), representa la primera propuesta
explicita de que los cambios en la eficiencia de las conexiones sinapticas, serian
los responsables de estabilizar la respuesta de los ensambles, para permitir el
establecimiento de los patrones de actividad a largo plazo y asi consolidar la

informacion, es decir, formar una memoria.

Actualmente, la gran mayoria de los neurocientificos aceptan la nocién de que la
representacion de la informacion se da por medio de patrones de actividad que se
repiten en grupos de células nerviosas, en gran parte se debe a las aportaciones
de modelos matematicos de redes neuronales (Marr, 1976), que junto con las
perspectivas tedricas de los neurocientificos cognitivos como Sakurai (1999),
McNaughton (1996), entre otros; han definido las propiedades que determinan el
funcionamiento de los ensambles, o lo que se conoce también como el cédigo

poblacional, que se enuncia abajo:
El traslape: una misma neurona puede participar en multiples ensambles.

Codificacion escasa: un ensamble se codifica con la menor cantidad de neuronas

posible para maximizar la capacidad de almacenamiento.
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Construccién y reconstruccion dinamica: las conexiones sinapticas entre los
miembros del ensamble son siempre flexibles.

Persistencia dinamica: el patron de actividad que se genera en un ensamble
tendera a persistir mediante la reactivacion de los elementos sinapticos de las
unidades neuronales que lo componen.

Completamiento dinamico: la reactivacion de un subgrupo de neuronas del
ensamble o de un subgrupo de ensambles de una secuencia de fase,
suficientemente grandes, daran lugar a la reactivacién de todo el ensamble o la

secuencia de fase.

La nocion hebbiana de ensamble reconoce todos los aspectos que lo definen,
pues logra la convergencia de dos teorias aparentemente opuestas: la teoria
localizacionista o frenoldgica, que destaca el “lugar” o los grupos de neuronas
activadas como lo importante lo que sugiere de manera peligrosa una rigidez
estructural; y la teoria de campo y equipotencialidad de Lashley (1937), que
desde otro extremo, otorga mayor importancia al patrén de actividad, lo cual no

da cabida al concepto de plasticidad sinaptica dado que relega a la estructura.

Hebb reconoci6 las dos posturas anteriores como verdaderas, y en su trabajo las
integré en una perspectiva mas panoramica, en la que el patron es importante
siempre y cuando se repita (mediante la reverberacién, por ejemplo) la actividad
de ese grupo particular de neuronas (lugar). Ademas, propuso que las
secuencias de fase (actividad coordinada de varios ensambles) como él las
denomind, serian la base de los conceptos o significados de la informacién que
se esta analizando, por lo que el tiempo que perdure el ensamble determinaria el
tiempo que perdure la memoria. Aunado a lo anterior, no sélo propuso el
concepto de ensamble, sino también el de constructo neural; un constructo
neural resulta de una secuencia de fase, que a su vez es consecuencia de la
integracidon coordinada de varios ensambles, que en conjunto da lugar a algo
apartado del estimulo o perturbacién desencadenadora; y que representa la base

de la formacién de conceptos o las imagenes propias de los estimulos.

Debemos recordar que la organizacion del sistema nervioso (en ensambles o
constructos neurales) conlleva una funcionalidad para él (todas las células que lo
componen); y para el organismo (persona, perro, rata..) en general. {Cual es
esa funcionalidad?, de acuerdo con las teorias que revisamos (representacionista
y no-representacionista) no es otra cosa que la manutencién del equilibrio o

acoplamiento estructural de cada neurona, pues al repetirse la actividad en esas
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neuronas, éstas se fortalecen mediante cambios en la comunicacién entre dichas
neuronas, es decir, en sus contactos sinapticos, que a su vez nos habla de la
posibilidad de un cambio estructural en la célula. ;Qué implicaria ese cambio
estructural?, de manera inicial, indica que el SNC es un sistema en continuo
remodelado estructural, por lo tanto, plastico; para los investigadores Maturana

y Varela este remodelado implica lo siguiente:

“..la presencia de esta plasticidad se traduce en que el sistema nervioso,
al participar mediante los 6rganos sensoriales y efectores en los dominios
de interacciéon del organismo que seleccionan su cambio estructural,
participa en la deriva estructural de éste con conservaciébn de su

adaptacién.”

Concluyendo, hemos mencionado los principios mas elementales del
funcionamiento basico del sistema nervioso en su operar con el medio; también,
esbozamos el como es que se establecen o alteran circuitos neurales para
atender a determinada informacion; y finalmente, mencionamos dos posturas
en las ciencias cognitivas que atienden a estos cuestionamientos: por un lado
tenemos a la representacion como interpretacion, es decir, que la cognicion en el
organismo se da a partir de codificaciones de la informacidon del medio; y por el
otro, la postura no-representacionista, planteada por la escuela de Maturana y
Varela, que sostiene que la cognicion es la historia del acoplamiento estructural
0 adaptaciones que el organismo presenta, y que hacen emerger una
configuracion particular, es decir, definida por la interaccion entre el organismo,
en sus posibilidades de cambio, y la fenomenologia del medio, lo que concluye en
no reconocer propiamente el concepto de representacién, sino una acciéon
productiva desarrollada por estrategias evolutivas que compensan las
“perturbaciones”.Lo importante de estos dos enfoques es que los dos buscan
esclarecer las diferentes dimensiones de la cognicién, los dos contribuyen;
incluso existen paralelismos entre ellos, como el que en ambos casos se
reconoce: a) la modificaciéon o remodelado estructural del sistema nervioso, b) la
modificacidn se da como consecuencia de la continua interaccion del organismo
con el medio; y c) reconocen el establecimiento de un proceso, se le llame

“cognocere” o estabilizacion de la representacion.
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Capitulo 2. Plasticidad sinaptica: los cambios en la

comunicacion entre neuronas

Una de las propiedades mas importantes del sistema nervioso que nos
permite entender cémo se lleva a cabo la formacion de la memoria y el
establecimiento de nuevas conductas, es la capacidad de modificacion de las
caracteristicas en la comunicacién entre los elementos de la red neuronal. Esta
propiedad la sugirieron originalmente Ramén y Cajal (1894), Lorente de NO
(1949) y Sherington (1906). Sin embargo, fue Hebb (1949) quien generd una
propuesta detallada y explicita acerca del valor que la plasticidad puede tener
para el establecimiento de la informacién en forma de representaciones que se

mantienen a largo plazo, como se mencioné en el capitulo anterior.
En 1890 William James caracterizé la plasticidad como:

“la posesion de una estructura débil suficiente para provocar una
influencia, pero lo bastante fuerte para no provocarla enseguida. [...] El
tejido nervioso parece estar dotado de un extraordinario grado de
plasticidad de este tipo; de modo que podemos, sin dudarlo, formular
nuestra primera proposicion como sigue: los fendmenos del habito en los
seres vivos se deben a la plasticidad de los materiales organicos de los

gue su cuerpo se compone”.

Actualmente sabemos que James tenia razén, sin embargo, se quedé corto en
cuanto a la capacidad plastica que él creia posible. Por ejemplo, se ha demostrado
que los cambios plasticos que ocurren en la estructura de las espinas dendriticas,
que al parecer estdn en constante movimiento, ocurren en cuestién de minutos

(Fischer, et al., 1998).

Los cambios plasticos en la comunicacidon sinaptica dan lugar a modificaciones en
la eficiencia sinaptica, en las caracteristicas estructurales de la conexién e incluso
pueden incrementar o disminuir el nUmero de elementos sinpticos disponibles,
asi como también, pueden afiadir o eliminar unidades celulares. Sin embargo,
todos estos eventos ocurren o se modifican ante diversas circunstancias o

parametros de actividad neuronal.
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Para hacer la explicacion minuciosa, abordemos de manera puntual los procesos

particulares que caracterizan a la plasticidad comenzando por describir uno de los

modelos principales de plasticidad sindptica, que se conoce como potenciacion a

largo plazo (PLP). El neurofisiélogo Timothy Bliss y el psicologo Terje Lomo en

1973, descubrieron la PLP en el hipocampo del conejo intacto; en su reporte sobre

los mecanismos cerebrales de la memoria se describe lo siguiente: La PLP, es un

aumento estable y duradero en la magnitud de la respuesta post-sinaptica,

después de que se han estimulado las vias aferentes mediante la administraciéon

de trenes de estimulacion eléctrica de frecuencia relativamente alta (Figura 1)

(Bliss y Lomo, 1973).
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Figura 1. PLP de la via perforante en el cerebro humano. En A se muestran los sitios
anatomicos en donde se estimula con alta frecuencia (via tetanizada) o con baja frecuencia (via
no tetanizada); la via perforante y el lugar de registro esta localizado en las dendritas de las
células granulares del giro dentado. En B se muestran los potenciales post-sinapticos
excitatdrios (FEPSP por sus siglas en inglés), se puede apreciar el incremento en la amplitud de
la respuesta como consecuencia de la tetanizacion. En C se muestra una grafica de las
variaciones de la pendiente del potencial post-sinaptico excitatério a lo largo del tiempo, antes y
después de la tetanizacién (marcada con la flecha) de la via perforante. La respuesta se
mantiene aumentada a lo largo del tiempo, sin mostrar decaimiento (Modificado de Cooke y
Bliss, 2006).

Las conexiones sinapticas tienen la capacidad de promover un incremento en su

eficiencia sinaptica (tipo PLP), pero también pueden disminuirla. A este otro

mecanismo se le conoce como depresién a largo plazo o DLP, éste supone una
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disminucién duradera en la magnitud de la respuesta post-sinaptica excitatéria de
las neuronas, que se da después de que células aferentes hayan sido activadas
por estimulos eléctricos de frecuencia relativamente baja (Bliss y Lomo, 1973).
Por lo tanto, la PLP y la DLP permiten que cada célula realice una especializacion
de la respuesta ante la entrada de informacidn proveniente de una via, y
determina si el disparo de ésta sera parte o no, de los patrones de actividad que
se dan en un circuito o ensamble neuronal ante un evento de estimulacion
particular. Ambos mecanismos le otorgan identidad a cada estimulo a través de la
modificacién de la respuesta de un grupo de células nerviosas, de tal manera que,
al final, cada estimulo se representa por un patrén de actividad caracteristico en
un grupo particular de células; y asi cada sinapsis incrementa o decrementa su
respuesta (PLP y DLP respectivamente) en funcion del estimulo, por lo tanto, una
misma via debe tener un continuo de generacién de LTP y LTD. Bear (1996)
sefiald que la conexion entre dos células puede cambiar, tanto deprimiéndose
como potenciandose; esto ocurre en un continuo (Figura 2) que se puede obtener
mediante modelacién de la respuesta sindptica, y que se ha demostrado con

resultados experimentales en animales.
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Figura 2. En A modelo de prediccion de Cooper en el que se sugiere que debe existir un continuo
en la induccion de DLP y PLP; en B se muestran los datos obtenidos de experimentos en la via
hipocampal dej CA1 (circulos blancos) y en vias corticales (circulos negros). La prediccion de
Cooper, basada en un modelo matematico, ésta valida con los resultados experimentales de
Mark Bear (1996). El punto de inflexion de la curva “0m” es diferente entre la region del CAl
en el hipocampo y la corteza, este es un evento de metaplasticidad que evita la saturacion del
sistema. (Modificada de Bear, 1996)

Es importante mencionar que los cambios en la eficiencia de la sinapsis presentan
importantes caracteristicas:
Especificidad de via: una vez inducida la PLP en una sinapsis, ésta no es

propagada arbitrariamente a las sinapsis adyacentes, sino que se potencia
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especificamente a la via estimulada. La PLP s6lo se propaga a aquellas sinapsis de
acuerdo a las reglas de asociacion y cooperatividad.

Asociacion: se refiere a lo que se observa cuando la estimulacion débil de una
sola via es insuficiente para la induccion de PLP, y una fuerte (con alta frecuencia)
estimulacion simultanea de otra via induce PLP en ambas vias.

Cooperatividad: la PLP puede ser inducida tanto por la estimulacion tetanica alta
de una sola via o una sinapsis, como de manera cooperativa a través una
estimulacién débil de varias sinapsis. Cuando una via estimula débilmente una
sinapsis, se produce una despolarizacion insuficiente para producir PLP. En
contraste, cuando un estimulo débil es aplicado en muchas vias que convergen en
un area de la membrana postsinaptica, las despolarizaciones postsinapticas
individuales generadas, pueden despolarizar colectivamente Ila célula
postsinaptica, lo suficiente para inducir PLP de manera cooperativa. La asociacion

y la cooperatividad pueden compartir el mismo mecanismo celular subyacente.

La existencia de estas propiedades plasticas en el SNC coincide con la propuesta
de acoplamiento estructural (adaptacion) de Maturana y Varela, pues, reconocen
que estos mecanismos intervienen en la constante transformacién microscépica de
la red neuronal durante las interacciones del organismo. Y dado que el sistema
integra y elimina células del ensamble, lo que tiene como consecuencia natural
una experiencia o conocimiento (accion efectiva en el dominio en que se espera

una respuesta), dependiente de dichas modificaciones.

Se ha demostrado que la PLP esta relacionada con el aprendizaje y la formacion de
la memoria, dado que la PLP tiende a perdurar por periodos de tiempo en el orden
de semanas, lo que se relaciona con la duracién de los recuerdos (para una
revision ver Martinez y Derrick, 1996); el bloqueo o inhibicion del la PLP impide la
adquisicién o consolidacién de diversas tareas de aprendizaje, o de aquellas que
dependen de la estructura en donde se afect6é la PLP (Morris, et al., 1986;
Martinez y Derrick, 1996).

Es importante mencionar que la PLP se puede dividir en dos mecanismos: el
primero, es la induccion y el segundo es el mantenimiento; como veremos en el
capitulo 3, cada mecanismo implica diferentes eventos moleculares y celulares,
pero es importante mencionar que mientras la induccidon se relaciona con la
adquisicion de una nueva representacion o informacion, el mantenimiento se
relaciona con el proceso de consolidacidon de la memoria. Brevemente, se entiende

por consolidaciéon al proceso dinamico mediante el cual la informacion deja de ser
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labil y se estabiliza en una representacion que tendera a perdurar, es decir, es un
proceso mediante el cual la informacidon se convierte en memoria a largo plazo.
Este proceso fue originalmente descrito por Muller y Pilzecker en 1900 (ver
McGaugh, 2000), en donde mostraron que el aprendizaje no produce de manera
instantanea memorias permanentes, sino que éste es un proceso mediante el cual
las memorias se fijan (McGaugh, 2000). Precisamente durante este proceso
dinamico ocurren eventos moleculares y celulares que permiten mantener o hacer
perdurar los cambios plasticos que han ocurrido, como la PLP. En congruencia con
esta idea, se ha demostrado que los tratamientos que afectan el establecimiento
de la PLP, también afectan la consolidacion de la memoria (Riedel, et al., 1995), y
recientemente se demostré en un experimento, que el mantenimiento de la PLP es
necesario para el mantenimiento de los recuerdos, es decir, que al modificar un
evento plastico previamente establecido, también se afecta un recuerdo

previamente consolidado (Pastalkova, et al., 2006).

Finalmente, la prueba méas contundente de que los mecanismos plasticos como la
PLP y la DLP subyacen el aprendizaje y la memoria, es que algunas tareas
conductuales inducen cambios en la eficiencia de las sinapsis, semejantes a la PLP,
en regiones asociadas con el procesamiento de dicha informacién (Rogan, et al.,
1998; Whitlock, et al., 2007).

Existen varias formas mediante las cuales se lleva a cabo la estabilizacion del
cambio plastico, esto ocurre fundamentalmente por medio de mecanismos
metaplasticos o bien mediante cambios en la estructura de las conexiones

sinapticas. De estos dos mecanismos hablaremos en enseguida.

Uno de los eventos metaplasticos mas importantes y que resulta necesario para la
estabilizacion de la PLP es el escalamiento sinaptico. Este tipo de plasticidad se
denomina plasticidad homeostatica y fundamentalmente consiste en el ajuste, con
un sentido reduccionista, de la respuesta post-sinaptica de toda la zona dendritica,
en donde previamente ocurrid PLP, lo que permite regular homeostaticamente el
cambio en la eficiencia, evitando que la respuesta post-sinaptica excitatéria se
acerque a sus limites superiores, lo que impide la saturaciéon. Este mecanismo
permite que la PLP perdure, sin afectar la capacidad de cambio del resto de la
dendrita, y por el contrario, promoviendo la posibilidad de nuevos cambios en

otras regiones sinapticas de la dendrita.
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Figura 3. Generacion de una nueva region post-sinaptica, como un ejemplo de los cambios en la
estructura de la sinapsis, que representan otro tipo de cambios plasticos. (Modificada de
Morgado, 2005)

Otro de los mecanismos plasticos que se presentan en las neuronas, es el cambio
en la estructura de sus conexiones sinapticas. La idea de que la estructura del SNC
puede cambiar como un mecanismo subyacente a los procesos cognitivos proviene
desde los trabajos de Rosenzweig y colaboradores en los afios 60, en donde
observaron que los ambientes enriquecidos promovian cambios en ciertos

pardmetros de la anatomia del SNC (Rosenzweig et al., 1962).

Las evidencias mas recientes, muestran que pueden ocurrir cambios en la
estructura de las conexiones sinapticas como consecuencia de la experiencia,
como lo habia predicho Hebb (1949). Se ha demostrado que la induccién de PLP
promueve modificaciones notables en la estructura de las espinas dendriticas, las
cuales ocurren rapidamente (Toni, et al., 1999) después de la estimulacién y se
dan de forma progresiva, dando lugar a incrementos en el nimero de espinas
disponibles o a la generaciéon de un mayor nimero de espinas mualtiples; lo
anterior correlaciona con las diferentes etapas de mantenimiento de la PLP
(Weeks, et al., 1999; 2000; 2001). Después de estimulacion para inducir PLP,
también se han visto cambios en la estructura que inducen una modificaciéon en el

numero de contactos sinapticos (Figura 3) (Escobar, et al.; 1999).
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Este tipo de cambios plasticos se han observado después de someter a los
animales a ambientes complejos que promueven aprendizajes de tipo espacial. En
estas condiciones, se han observado incrementos en la densidad de espinas
dendriticas en las células piramidales del CA1 (Moser, et al., 1994). Con el uso de
métodos modernos de imagenologia, se ha observado que la estimulacion somato-
sensorial modifica la dinamica estructural de espinas dendriticas en las zonas de
representacion somatosensorial en la corteza del raton (Lendvai, et al., 2000),

esta dinamica estructural ocurre en cuestion de minutos.

Asi como se ha observado plasticidad estructural en las zonas post-sinapticas,
también se tiene registro de que en ratas con entrenamiento en tareas espaciales
se promueve un incremento en la densidad de los botones musgosos, los cuales
son terminales de las fibras musgosas de las células granulares del giro dentado
(mas adelante se detallaran aspectos anatomicos y funcionales de esta
estructura), y en el stratum oriens del CA3 (Ramirez-Amaya, et al., 1999; 2001).
Esto se ha observado que ocurre en diferentes cepas de ratas e incluso en

ratones.

Los cambios en la estructura de las conexiones sinapticas incluyen modificaciones
en la estructura del contacto sinaptico, como su area de contacto y la forma del
mismo, adicién o eliminacidn de espinas, adicion o eliminacién de terminales
axonicas, cambios en la distribucion de los contactos (para una revision ver
Chklovskii, et al., 2004) e incluso la adicién o eliminacién de unidades neuronales
en el giro dentado del hipocampo y en el bulbo olfatorio en roedores, (Abrous, et
al., 2005).

Lo anterior coincide con otro de los principios que sigue la visién autopoiética:

i) el organismo, incluyendo al sistema nervioso, provee el medio
fisico y quimico para la autopoiesis de las neuronas (y de todas las
células), y en consecuencia, es una posible fuente de perturbaciones
fisicas y quimicas que pueden alterar las propiedades de éstas y llevar al
organismo a estados (fisicos y quimicos) que a su vez cambian el estado
de actividad del sistema nervioso como un todo, y al actuar sobre las
superficies receptoras de algunas de las neuronas componentes, generan
nuevos cambios (fisicos y quimicos) en el organismo generados por
modificaciones en el sistema nervioso, y asi sucesivamente (Maturana y

Varela; 2003).
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La teoria de representacion de la informacién, se hace ahinco en los mecanismos
que subyacen a la memoria y al aprendizaje, lo que implica basicamente
plasticidad neuronal; esta teoria busca dilucidar los diferentes procesos que
culminan en la plasticidad, es decir, los detalles de los procesos moleculares que
dan lugar a cada uno de los eventos plasticos; (capitulo 3). La cantidad de
conocimiento que ha ido construyendo es vasta, y los nuevos trabajos contindan
aportando nuevas y valiosas guias que van delimitando el estudio del aprendizaje

y la memoria desde esta perspectiva.

La propuesta de Maturana y Varela, propone que la importancia del concepto de
plasticidad no esta en el hecho de que guarde “engramas” o representaciones del
mundo, sino en que implica una continua transformacién que permanece
congruente con las transformaciones continuas que se suscitan en el medio como
resultado de que cada interaccion lo afecta en alguna forma. Lo anterior es
conocido como aprendizaje adecuado, (Maturana y Varela, 2003) y sefiala a un
mecanismo a través del cual la célula se mantiene acoplada estructuralmente con
su entorno, permitiendo que un cambio plastico en el ensamble o circuito
neuronal, se mantenga a diferentes plazos temporales, dependiendo de la

estabilidad del cambio, y no se concrete como algo permanente e inamovible.

Como podemos darnos cuenta, en el enfoque no-representacionista lo que se
realza es que cualquier cambio en la organizacidon del SNC surge de los cambios en
algunas de las propiedades de las neuronas que lo componen; lo anterior puede
complementarse con los estudios experimentales de la otra perspectiva
(representacionista), pues finalmente en ambos enfoques se alude a la idea de
que dichos cambios surgen en el acoplamiento del SNC y el organismo a través de

su funcionamiento homeostatico.

Como se observa, las dos visiones se complementan, pues cada una considera
aspectos diferentes de un mismo fendbmeno en el organismo; sélo que desde la
vision de Maturana y Varela, el aprendizaje como fenédmeno no representa ningln
aspecto del operar del SNC, sino la descripcién hecha por un observador, el cual
describe como memoria o aprendizaje los cambios que tienen lugar a lo largo de la
ontogenia del organismo como resultado de sus interacciones, es decir que, las
representaciones que Hebb propone, Maturana las reconoce pero so6lo en el
dominio de las descripciones y de la observacion, no en el dominio de operaciéon

del sistema nervioso.
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Capitulo 3. Las moléculas de la plasticidad: de la

actividad neuronal a la trascripcion de genes

Una pregunta fundamental un gran nimero de cientificos interesados en
las neurociencias cognitivas ha intentado responder es: ;COmo se generan los
cambios plasticos que subyacen el aprendizaje y la memoria? Las respuestas que
se han generado representan un cdmulo enorme de conocimiento, por lo que

solamente revisaremos los que consideramos mas relevantes.

Los eventos de actividad neuronal son los desencadenantes del destino plastico
de las conexiones de las células nerviosas. La actividad se produce como
consecuencia de la activacion de receptores post-sinapticos, probablemente los
que mas se han involucrado en los procesos de plasticidad neuronal son los
receptores glutamatérgicos y los receptores colinérgicos, entre otros también

importantes, pero con el fin de delimitar nuestro trabajo los omitiremos.

Los receptores a glutamato son extremadamente abundantes en el SNC y se
conocen varios tipos de estos receptores, cuyas funciones varian. Basicamente
existen dos grandes tipos, los receptores metabotropicos de glutamato
(MGIuRs), y los receptores ionotropicos, éstos se dividen en receptores a
kainato, receptores tipo AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-
propionic acid) y receptores a NMDA (N-methyl d-aspartato). Todos los
receptores a glutamato son excitatérios. De particular importancia para los
procesos plasticos, el receptor a NMDA, cuyo bloqueo con el uso de farmacos
antagonistas, inhibe la inducciéon de la PLP y la DLP (Martinez y Derrick 1996;
Daoudal y Debanne, 2003). Muchos trabajos en la literatura indican que la
activacion de receptores a NMDA también es importante para el disparo de los
mecanismos moleculares de cambios plasticos en la estructura de la

comunicacién sinaptica (para revisiéon ver Ramirez-Amaya, et al., 2007).

La razon por la cual los receptores a NMDA son importantes detonadores de
cambios plasticos es porque éstos, al abrirse, dejan entrar al interior de la célula
cantidades importantes de calcio y los flujos de calcio son un evento molecular
de los mas complejos, que determinan la ocurrencia, o no, de cambios plasticos

en las conexiones neuronales (Cavazzini, et al., 2005).
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Figura 4. Los eventos moleculares que subyacen los cambios plasticos tempranos y los tardios
(Modificado del Kandel, et al., 2001).

Los eventos moleculares que ocurren como consecuencia de la activaciéon de
receptores a NMDA, dan lugar a cambios plasticos tempranos y tardios (Figura
4). Al activarse los receptores a NMDA se permite la entrada de Ca2" dando
lugar a la activacion de diferentes kinasas como la CaMKII, PKC, Tyrosina kinasa
etc., éstas al activarse fosforilan diferentes proteinas de membrana, entre las
que se incluyen los receptores AMPA y NMDA, que al estar fosforiladas modifican
sus caracteristicas funcionales y permiten modificar la eficiencia de la respuesta

post-sinaptica. Algunas de estas kinasas activan enzimas como la sintasa del ON
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(6xido nitrico) generando su expresion, la cual que funciona como mensajero
retrogrado que modifica la liberaciéon de neurotransmisor. Todos estos eventos
dan lugar a las modificaciones plasticas tempranas, ya que ocurren casi de
inmediato y tienden a ser transitorias. Los eventos plasticos tardios también son
regulados por las sefiales de calcio, pero en este caso, éstas pueden influir sobre
la trascripcion de genes ya sea por si mismas (Fields, et al., 2005) o, por medio
de la activacion de otros sistemas como el AMP ciclico, producto de la actividad
de la adenilato ciclasa, la cual funciona como un importante segundo mensajero
cuya actividad regula a otras kinasas como la PKA, y éstas regulan la trascripciéon
de genes mediante la activacién de factores de trascripcion como CREB (Kandel,
et al., 2001), el cual es reconocido como uno de los factores plasticos mas

relevantes, pues regula la trascripciéon de diversos genes.

Esta descripcion pudiera satisfacer la pregunta de cémo se regulan eventos
moleculares que dan lugar a los procesos plasticos tardios, pero existen diversos
sistemas que dan lugar a la regulacibn de muchos genes importantes para la
plasticidad. Sin embargo, lo importante es entender que este tipo de

mecanismos que regulan la trascripcion de genes plasticos.

De los genes que son regulados por actividad celular tenemos dos grandes
familias, los genes de expresion inmediata y aquellos cuya trascripcion es
regulada por otros genes que tienen que ser expresados y traducidos
previamente (Lyford et al., 1995). En las ultimas décadas, se han caracterizado
muchos de los denominados genes de expresion inmediata, utilizando
estrategias que toman ventaja de su principal caracteristica, esto es que se
inducen por actividad celular independientemente de la sintesis de nuevas
proteinas. De esta manera, por medio de la estimulacién maxima, se induce su
expresion y se consideran genes inmediatos a los que se detectan en presencia
de inhibidores de la sintesis de proteinas, como cyclohexamida o anisomisina
(Worley, et al, 1990). Por ello, los genes de expresion inmediata son por
definicién, aquellos cuya trascripciéon se induce independientemente de la
sintesis de nuevas proteinas, algunos de estos genes son: c—Fos, c—Jun, Zif268,
Arc y Homer 12, entre otros (Lanahan y Worley, 1998). Los genes de expresion
inmediata se dividen en dos familias, los genes inmediatos de regulacién
transcripcional y los genes inmediatos efectores. Como ejemplo de genes
inmediatos de regulacion transcripcional estan c—Fos, c—Jun y Zif268, cuya
funcion plastica esta determinada por la actividad de otros genes cuyas proteinas

cumplen importantes funciones, como BDNF entre muchos otros. Los genes de
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expresion inmediata efectores estan representados por Homer la y Arc; y sus
proteinas llevan a cabo importantes funciones plasticas, Homer la esta
involucrado en la adicion de receptores a glutamato (Fagni, et al., 2002), entre

otros mecanismos.

Sin embargo, el gen que nos interesa es Arc o Arg/3.1 (Lyford, et al., 1995;
Link, et al., 1995). Arc, como le llamaremos en el resto del trabajo, es un gen
efector de expresion inmediata (Lahanan y Worley, 1998), lo que significa que
Arc lleva a cabo una funcién celular independiente de la regulacion de la
trascripcién de otros genes, lo que lo distingue de genes como c—Fos y c—Jun.
Arc se induce en células neuronales a través de actividad eléctrica de alta
frecuencia y su promotor es dependiente de calcio y MAPK (Waltereit, et al.,
2001). Una caracteristica muy singular es que el ARNm de Arc viaja a las
regiones activas de las dendritas (Steward, et al., 1998), en donde ademas de
acumularse puede ser traducido localmente (Steward y Worley, 2001; Steward y
Schuman 2003), por medio de sistemas poliribosomales localizados en regiones

distantes de las dendritas y cercanos a las espinas dendriticas.

El papel de Arc en la plasticidad sinaptica es muy relevante, diferentes estudios
han revelado que la inhibicion de la traduccion de Arc, con oligos antisentido,
afecta el mantenimiento del PLP inducido electrofisiolégicamente (Guzowski, et
al., 2000) o farmacolégicamente con el uso de BDNF (Bramham y Messaoudi,
2005); este mismo tratamiento, con un oligo que impide la traduccién de Arc,
afecta claramente la consolidacion de tareas conductuales, dependientes de la
zona en la que se administro el oligo, como es el caso del hipocampo del cual
dependen tareas espaciales (Guzowski, et al., 2000), como lo veremos en el
siguiente capitulo. Recientemente esto se ha confirmado con el uso de un “knock
out” de Arc en ratones (Plath, et al., 2006), los cuales muestran deterioros
claros en la consolidacién de la memoria a largo plazo en diversas tareas de
aprendizaje, como condicionamiento al miedo en un contexto, el
condicionamiento aversivo a los sabores, reconocimiento de objetos y el

laberinto de agua de Morris (Figura 5y 6).
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Figura 6. Resultados de la ejecucién de los animales “knock out” y los animales silvestres en la
tarea de laberinto de agua de Morris (E-G), nétese que si bien los animales aprenden, la
ejecucién en los dltimos dias es deficiente y la ejecucién en la prueba de memoria estd
significativamente afectada. En H-J se muestran los resultados en la tarea de condicionamiento
al miedo, en donde se ve que en la adquisicion (H) la ejecucion es similar entre los dos grupos,
pero ambas pruebas de memoria, ya sea utilizando el contexto (1), 0 un estimulo condicionado
(J), estdn afectadas. En K se muestran los resultados del condicionamiento aversivo a los
sabores en donde se observa, otra vez, que los animales “knock out” muestran una extincion
mas répida de la asociacion. Finalmente, en L se muestran los resultados de la tarea de
reconocimiento de objetos, en donde los animales “knock out” muestran una ejecucion cercana
a lo esperado aleatoriamente en la prueba hecha a las 24 horas (Modificado de Plath, et al.,
2006).
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La forma en la que participa Arc como un factor relevante para los cambios
plasticos, se conoce parcialmente, por ejemplo, se encuentran los estudios hechos
con relacion a la secuencia que presenta Arc, en los que se ha demostrado que
tiene una alta homologia con a-espectrina y co-precipita con F-actina (Lyford et
al., 1995). Estas moléculas son importantes proteinas del cito-esqueleto, lo que
sugiere que Arc podria estar relacionado con la plasticidad estructural,
particularmente modificando la estructura de las espinas dendriticas, que es donde
se localiza (Moga, et al., 2004). En congruencia con esta hipotesis, se ha
demostrado en células del neuroblastoma que Arc induce el crecimiento de

neuritas cuando interactia con CAMKII (Donai, et al., 2003).

Recientemente, se ha demostrado una importante interacciobn de Arc con
endofilina y dinamina, en las dendritas, esta interaccion induce la endocitosis de
receptores AMPA en las dendritas (Chowdhurey, et al.,2006). Esta funcion de Arc
que regula a los receptores AMPA, es un mecanismo importante que permite el
escalamiento sinaptico (Shepherd et al., 2006), mediante el control exclusivo de
las corrientes dependientes de AMPA (Rial Verde, et al.,, 2006), que
comoexplicamos previamente, permite el mantenimiento de la PLP a largo plazo a
través de una regulacion homeostatica de la respuesta post-sinaptica de toda la

dendrita.

Todos estos datos, sugieren que Arc cumple un papel importante en formas
persistentes de plasticidad en las dendritas y sus sinapsis, por lo que este gen de
expresion inmediata es considerado como importante para la formacion de la
memoria. La estructura cerebral en donde se ha estudiado en mas detalle la
expresion de Arc es el hipocampo, el cual es una de las estructuras mas

importantes para la formacion de la memoria.
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Capitulo 4. El hipocampo, el giro dentado y el papel de

Arc en la formacion de la memoria espacial

La formacién hipocampal es una invaginacion del giro parahipocampal en
el cuerno inferior del ventriculo lateral, consta de tres regiones: el hipocampo
(propiamente), el giro dentado y el subiculum. A su vez el hipocampo, que debe
su nombre al vocablo griego hippokampus (“caballito de mar”), dado que su
forma se asemeja; esta estructura se divide en tres campos llamados cuernos de
Ammon 1, 2 y 3 (CA1-CA3). El giro dentado (GD), se divide en banda exterior y
banda interior. Ramén y Cajal (1893) describié siete laminas en el hipocampo,
pero actualmente sélo se consideran tres diferentes estratos: stratum molecular
(stratum lucidum), de células piramidales y stratum oriens (capa polimérfica).La
poblacién neuronal en el hipocampo incluye a las células piramidales, las células
granulares (en el giro dentado), las intrinsecas (células polimoérficas, células de

canasta), interneuronas gabaergicas y a las células musgosas.

El circuito hipocampal se considera un circuito tri-sinaptico (Figura 7), en donde
las células granulares del GD reciben proyecciones de la corteza entorrinal, y las
células granulares proyectan hacia las células piramidales del CA3, que a su vez,
proyectan a las células piramidales del CAl, y éstas envian eferentes de regreso

a la corteza (Gazzaniga, 2000).

stratum oriens

stratum lucidum

granule neuron-

Entorhinal
cortex

i pyramida

neuron

Figura 7. Conexiones del circuito tri-sinaptico, donde las células granulares del giro dentado,
que reciben proyecciones de la corteza entorrinal, éstas se proyectan via fibras musgosas a las
células piramidales del CA3, para posteriormente proyectarse a las células piramidales del CA1.
También se observa la disposicion estructural del GD, CA1 y CA3 en la formacién hipocampal,
(Gazzaniga, 2000). En color gris claro tenemos sefialado el stratum lucidum o capa molecular, y
en gris oscuro el stratum oriens o capa polimdrfica (Modificado de Gazzaniga, 2000).
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La nocion del circuito tri-sinaptico es en general correcta, aunque la conectividad
en el hipocampo es notablemente mas compleja, por ejemplo, la corteza entorrinal
proyecta tanto al GD como a CA3 y CAl, CA3 presenta proyecciones recurrente, lo
cual es un caracteristica importante de dicha region, CA1 conecta con el subiculum
y también proyecta fibras hacia la corteza entorrinal (Figura 8). Asi también, el
hipocampo esta conectado, directa o indirectamente con diferentes estructuras

corticales como la corteza perirhinal y la corteza parahipocampal (McNaughton, et

al., 1989; Kandel, et al., 2001; Gazzaniga, 2000).

Hipocampo
[

GD = CA3 =9 CA1==p Sub

|

Corteza Entorhinal <+— | Amigdala

| ! *

Corteza Perirhinal || Corteza Parahipocampal

1 t
v ¥ v

— Areas de asociacion unimodal y polimodal en:
corteza frontal, temporal y parietal

Figura 8. Las diferentes proyecciones, de y hacia el hipocampo, también se observa la
conectividad dentro de la formacion hipocampal. Cabe sefialar que las conexiones entre el
hipocampo y el septum no estan ilustradas en el diagrama.

El hipocampo es una region altamente plastica, en esta estructura fue donde
originalmente se demostrd la ocurrencia de PLP, como se menciond previamente
(Bliss y Lomo, 1973), también se ha demostrado plasticidad estructural como el
incremento en el niumero de contactos sinapticos de las fibras musgosas después
de manipulaciones experimentales como la induccién de epilepsia (Cavazos y
Sutula, 1990), la estimulacién que induce PLP (Escobar, 1999) y después del
sobre-entrenamiento en una tarea de laberinto de agua (Ramirez-Amaya, et al.,
1999; 2001). También se ha descrito incremento en el niumero de dendritas en

animales que habitan en ambientes complejos (Moser, et al., 1994), condicion que
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les permite ejecutar mejor tareas espaciales. Finalmente, se ha demostrado que
en el hipocampo, particularmente en el GD, se generan nuevas neuronas en el
animal adulto (Abrous, et al.,2005), las cuales podrian ser relevantes para la

memoria (Shors, et al., 2001).

Dadas las caracteristicas plasticas de esta estructura no es dificil entender porque
su preponderante papel en la formacion de la memoria. Se tiene claro hoy en dia
que el hipocampo esta relacionado con la formacién de memoria explicita (Barco,
et al., 2006) que implica el almacenamiento de hechos (memoria semantica) y de
eventos (memoria episédica). La memoria episddica se construye a partir de
representaciones espaciales y temporales, mientras que la memoria semantica
incluye informacién de significados a la ya construida memoria episédica
(Moscovitch M; et al., 2006). Particularmente el papel del hipocampo es formar y
almacenar memoria episédica y contribuye a la formacién de memoria semantica

la cual es almacenada principalmente en la corteza.

El primer ejemplo que revel6 la importancia del hipocampo en la formacion de la
memoria, fue el caso del paciente epiléptico H.M., cuya extirpaciéon bilateral del
hipocampo le produjo una amnesia retréograda graduada temporalmente para la
memoria semantica y amnesia retrograda completa para la memoria episoddica
(Milner, 1972; Moscovitch, M; et al., 2006) sin embargo lo mas sobresaliente fue
que mostré un déficit notable para la formacion de nuevas memorias tanto

episdédicas como semanticas.

XXX

El caso de H.M., en el que el proceso de consolidacién se ve tremendamente
afectado es sélo un ejemplo en donde este mecanismo se puede ver mermado.
Existen muchos otros casos semejantes reportados en la literatura (Milner, 2005)
y todos ellos confirman la participaciéon del hipocampo en la formacién de la

memoria episddica.

Un tipo de memoria episédica es la memoria espacial, el hipocampo también se ha
relacionado de manera importante con la ejecucion de tareas espaciales. O’Keefe y
Dostrovsky (1971) demostraron que existen neuronas en el hipocampo que se
activan especificamente cuando el animal esta en una localizacién determinada en
el espacio. A estas células se les llamé células de lugar, las cuales se consideran

como aquellas que presentan un incremento en su tasa de disparo en respuesta a
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un lugar especifico en el espacio. Las células que presentan caracteristicas de
disparo de células de lugar, son todas las células piramidales de las regiones de
CAl, CA3 y las granulares del giro dentado (también se han encontrado células
que responde ante estimulacion espacial en el subiculum, principalmente a
cambios en la direccion de la cabeza y en la corteza entorrinal con maultiples
campos receptivos espaciales). Las células de lugar presentan un patron de
encendido que parece ser producto de la interaccion del organismo con su medio,
es decir, es informacion significativa para el organismo con relacién al espacio en
el que se encuentre en dicho momento. Los estudios sugieren que las células que
presentan campos receptivos espaciales (“place fields™), al responder en conjunto
representan todas ellas el contexto espacial, o bien se puede decir que generan un
mapa, como lo habria sugerido Tolman (1948) y como lo interpretaron O’Keefe y
Nadel (1978).

Si el contexto espacial cambia, el patron de disparo del grupo de células que
presentdé un campo receptivo espacial también sera distinto, en estas condiciones,
nuevas células responderan, otras dejaran de hacerlo y algunas seguiran
respondiendo en ambos ambientes con campos receptivos espaciales diferentes, a
esto se le denomina re-mapeo (Muller, 1996). El re-mapeo o re-estructuracion del
mapa implica la modificacion en la respuesta del ensamble de células que
respondié a un ambiente inicialmente diferente e implica una constante interaccion
del organismo y su medio. Asi como existe re-mapeo, que consiste en generar un
nuevo mapa en un ambiente diferente, también se da la estabilidad de la
respuesta de células de lugar cuando el animal es colocado nuevamente en el
mismo ambiente las mismas células responden con los mismos campos receptivos
(Jeffery y Hayman, 2004; Muller, 1996). Esta capacidad de mantener la respuesta
de las células de lugar estable es dependiente de procesos plasticos mediados por

receptores a NMDA (ver Shapiro and Eichenbaum, 1999).

Una forma de estudiar la actividad de las células de lugar es por medio de una
nueva técnica de imagenologia denominada “analisis comportamental de la
actividad neuronal temporal, mediante el uso de hibridacion in situ fluorescente” o
“catFISH”, por sus siglas en inglés. La técnica de “catFISH”, se basa en la
identificacion de neuronas que expresan genes inducidos por la actividad, y que se
traslocan rapidamente al citoplasma, de tal forma que se pueden identificar, en el
orden de minutos, células activadas por al menos dos eventos conductuales

diferentes, con una resolucion celular incomparable.
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Figura 9. En esta imagen se puede apreciar con la técnica de “CatFISH” marcajes diferentes
hechos con hibridacion in situ fluorescente. Para Arc (en Rojo) y Homerla (en Verde) el ntcleo
de las células esta tefiido con DAPI (Azul). La presencia de Arc en el nacleo (a) se debe a
expresion inducida aproximadamente 5 minutos antes de colectar el tejido, la cual se distingue
con dos puntos que son los dos alelos del gen; mientras que la presencia de Arc en el citoplasma
(b) se debe a actividad que ocurrié 30 minutos antes. La co-localizacion de Arc en el citoplasma

(c) u Homerla en el nacleo (d) con Arc en el ndcleo se debe a que la célula se activo en ambas
ocasiones (Modificado de Guzowski, et al., 1999).

El método de “catFISH” utiliza microscopia confocal para la obtenciéon de las
imagenes, de tal manera que el andlisis se realiza en apilados de imagenes lo que
permite una visualizacién en 3D de los grupos de células de interés. Con el uso de
esta técnica, podemos realizar una cuantificacion precisa de las células que
expresan los genes minimizando errores o problemas estereolégicos. Con
“catFISH” podemos identificar grupos de células que responden a uno de dos
eventos conductuales separados por un periodo de tiempo de —30 minutos.
Hemos utilizado “catFISH” para el estudio de células de lugar en el hipocampo
(Figura 9).

En la region de CA1l en el hipocampo aproximadamente 40% de las células que se
caracterizan como células complejas o células excitatdrias responden o presentan
lo que se denomina campo receptivo espacial (“place field”), lo que significa que
40% de las células piramidales de CAl responden a un lugar especifico en el
espacio durante la tarea exploratoria (Guzowski, et al., 1999). Un dato importante
es que la misma proporcidon de células que presentan actividad electrofisiologica
de células de lugar en un ambiente determinado, expresa Arc en las mismas
condiciones conductuales. Esto es, 40% de las células en CAl, 20% en CA3 y 50%
en la corteza parietal expresa Arc a consecuencia de la exploracion (Vazdarjanova,
et al., 2002; Ramirez-Amaya, et al., 2005) igual a la proporcion de células que
presenta campos receptivos espaciales en las mismas condiciones conductuales en
dichas regiones (Barnes et al., 1990; McNaughton et al., 1994; Qin et al., 1997).
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Si se somete a un animal dos veces a un mismo ambiente espacial, ese 40% de
células en CAl se activa en lugares especificos en el espacio, respondera de
manera semejante en ambas ocasiones. Como mencionamos previamente, a esto
se le llama estabilidad de las células de lugar o estabilidad del mapa cognoscitivo
(Jefferey y Hayman, 2004; Muller, 1996). Si por el contrario se somete a los
animales a dos ambientes distintos, se observaran grupos independientes de
células que responde a cada ambiente. Las células que respondieron al primer
ambiente responderan de manera diferente, mostrando otro campo receptivo
espacial o simplemente no responderan ante el segundo ambiente y apareceran
muchas células que responden sélo al segundo ambiente (ver figuras 10 y11). Que
tal como mencionamos previamente, a esto le denominamos re-mapeo (“re-

mapping’) o re-estructuracion del mapa (Jeffery y Hayman, 2004; Muller, 1996).
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Figura 10. Se muestran los resultados del analisis de la actividad de células de lugar con el uso
de “catFISH”, la condicion A es un ambiente de exploracion cuadrado mientras que la
condicion B es un ambiente de exploracion rectangular localizado en un cuarto diferente. Notese
gue después de una sola exploracion cuando el animal ha sido sacrificado inmediatamente las
células que expresan Arc lo contienen principalmente en el nidcleo, mientras que en la condicion
tardia, que es 30 minutos después de la exploracion, Arc se encuentra principalmente en el
citoplasma. Solo en las condiciones de doble exploracion A/A o A/B el n{umero de células con
tincién doble (nuclear y citoplasmatica) incrementa. En el caso de A/A la mayoria de las células
responde a ambas condiciones de exploracién, mientras que en el caso de A/B la proporcién de
ceélulas doblemente marcadas es significativamente menor (#). *P<0.01 con respecto al control
(Modificada de Guzowski, et al., 1999).
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El método de“catFISH” nos permite identificar grupos de células que se activan
ante uno u otro evento de exploracion, o bien ante ambos. Esto permite evaluar la
estabilidad de la red neuronal cuando se trata de dos eventos semejantes, en
donde se espera que el mismo conjunto de células se activen. De la misma
manera se puede medir el grado con el que un conjunto de células es capaz de
discriminar dos eventos diferentes (Guzowski, et al., 1999; Vazdarjanova, et al.,
2002; Vazdarjanova y Guzowski; 2004), o el grado de re-mapeo (Figura 11). Esto
permite determinar que grupos de células son capaces de distinguir diferencias, ya

sean estas sutiles o salientes, entre dos eventos conductuales.

ﬂ
Exploracién Exploracion
5 minen “A” 5minen“B”

Exploracién Exploracién
5 minen “A” 5 minen “A”
25 min
Entre exposiciones

Figura 11. En el extremo derecho se observan los grupos de células, y en el izquierdo los
ambientes de exploracion. El la parte derecha superior, se representan conjuntos de células que
responden de manera independiente a los dos diferentes eventos de exploracion a los que se
sometieron (extremo superior izquierdo), se observa un re-mapeo; en la parte derecha inferior,
conjunto de células que responde de manera estable a los dos eventos semejantes que exploraron
(estabilidad). Las células con marca dentro del nacleo representan las células que responden al
segundo evento conductual, mientras que las células con marca en el citoplasma, son células que
respondieron al primer evento conductual. Las células con ambas marcas respondieron a los dos
eventos.

Si bien “catFISH”, mediante la identificacion de Arc, es un método de
imagenologia muy util para identificar grupos de células activadas por diferentes
eventos conductuales, la deteccion de Arc nos permite identificar a los grupos de
células plasticas, ya que como mencionamos previamente, Arc es un gen muy
relevante para la plasticidad sinaptica.Estudios hechos en células de lugar con el
uso de “catFISH”, han develado aspectos muy interesantes de la expresion de Arc

que han determinado la direccién del presente trabajo de tesis.
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Uno de los hallazgos importantes fue encontrar que en el giro dentado hay una
proporcion muy pequefia (2%) de células que expresan el ARNm y la proteina de
Arc, ademas de que se mantiene esta expresion al menos por ocho horas (Figura
12) (Ramirez-Amaya, et al, 2005). Los resultados anteriores se obtuvieron con un
modelo experimental en el que se trabajo con ratas que fueron sometidas a un
programa particular de exploracion, en el que la rata era colocada en una caja, la
cual exploraba durante cinco minutos, para ello, se le situaba en diferentes
cuadrantes de manera aleatoria, para garantizar que durante ese tiempo explorara
todo el ambiente. Posteriormente se les colocaba en su caja habitacién por un
intervalo de tiempo determinado, el cual era diferente entre los diferentes grupos
(0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 24 horas), después de este tiempo los animales eran
sometidos nuevamente a la condicién de exploracién en el mismo ambiente y al
final de la segunda exploracién se sacrificaron inmediatamente. Los cerebros de
los animales fueron seccionados (hipocampo izquierdo) y posteriormente
sometidos a un tratamiento de inmunohistoquimica y de hibridacion in situ para
detectar la presencia de la proteina de Arc y su ARNm en la misma célula. Se
utilizé microscopia confocal para capturar las imagenes (se analizaron las regiones
del CAl1, CA3 y giro dentado) que posteriormente se analizaron, y con un
tratamiento estadistico se logré obtener una caracterizacion de la expresion de Arc
y también la relacion de su expresion con el procedimiento de exploracion espacial
al que se sometié a los animales. Los datos mas interesantes que arrojo este
trabajo se pueden resumir de la siguiente manera: después de una conducta
exploratoria las células piramidales del CA1l, CA3 y la corteza parietal expresaron
la proteina Arc desde los 30 minutos después de la exploracion y 3 horas después
la proporcion de células con Arc ya estaba a niveles basales; en el punto temporal
de 1 hora, las células que expresaron la proteina Arc igualé a la proporcion de
células que expresaron el ARNm, este Uultimo en respuesta a la segunda
exploracién. Sorprendentemente, a las 8 y 24 horas, un subgrupo de las neuronas
piramidales del CAl, CA3 y la corteza parietal, de las originalmente activadas por
la conducta exploratoria presentd una reactivacién de la expresion de la proteina
de Arc.

Sin embargo, en el giro dentado, la historia fue completamente diferente. Las
células granulares responden a la exploracion en una proporcion de —2%, lo que
representa un orden de magnitud por debajo de la proporcién observada en las
regiones de células piramidales en donde de un 20% a un 40% de las células

expresa Arc en respuesta a la misma conducta. Ademas, la expresion de Arc en el
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citoplasma se observa desde los 30 minutos pero se mantiene estable al menos

ocho horas (Figura 12).
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Figura 11. En A se muestra un ejemplo de reconstruccion completa del giro dentado con los
ndcleos marcados en verde con SYTOX y en rojo se muestran las células que expresan la
proteina de Arc. En B se muestra la proporcion, del total de células granulares, que expresan la
proteina de Arc en del giro dentado después de la exploracion espacial. En C se muestra la
proporcién, del total de células granulares, que expresan el RNAm de Arc en el citoplasma.
Notese que la expresion se mantiene por encima de los niveles basales (control) por un periodo
de al menos 8 horas (Modificada de Ramirez-Amaya; 2005).
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Los descubrimientos de trabajo de Ramirez-Amaya et al. (2005), sugieren que se
necesitan una reactivacion con dos o mas olas de expresion de la proteina de Arc
0 bien una presencia sostenida de este gen para estabilizar los cambios plasticos
asociados a este gen, como pueden ser la endocitosis de receptores AMPA que
induce escalamiento sinaptico (Shephard, et al., 2006) u otros tipos de plasticidad
asociada a la interaccion de Arc con otras moléculas como CAMKII y BDNF
(Bramham y Messaoudi; 2005) que pondrian conducir a modificaciones en la
estructura de la sinapsis. De ser asi, de Arc podria representar la firma anatémica

de la actividad sinaptica que subyace a la consolidacién de memorias.

El que el giro dentado (GD) responda de manera tan notablemente diferente es de
particular importancia, dadas las caracteristicas funcionales de esta region
hipocampal. La circunvolucién dentada, que recibe este nombre por sus
proyecciones en forma de diente, (del latin dens, “diente”), es importante por sus
singulares cualidades plasticas, la particularidad de sus neuronas, la correlacion
entre sus fendmenos internos, con memoria (especificamente la espacial) y el
fendmeno de neurogénesis. Esta estructura, se ha descrito como una estructura
de tres laminas, un estrato molecular, estrato de células granulares y otro
polimérfico. El estrato molecular se encuentra en continuidad con el estrato
molecular del hipocampo; el segundo estrato esta formado de células piramidales
pequefias (células granulosas), que se organizan densamente, sus proyecciones
axonicas constituyen el sistema de fibras musgosas que une el GD y el
hipocampo; por ultimo, el estrato polimérfico se forma por células variadas:
piramidales e interneuronas (como las células de canasta), las eferencias de GD
no salen de la formacién hipocampica. (Afifi y Bergman, 1999). ElI GD, recibe
entradas de regiones subcorticales, lo que incluye regiones como el nucleo septal,
los nucleos supramamilares, el locus coeruleos y los nucleos del rafe (Amaral y
Witter, 1989).

Estudios comparativos del GD y CA3, revelan que éste, junto con la regiéon del
CA3 del hipocampo realizarian una separacion de patrones espaciales, lo que da
lugar a procesos como la discriminacion y el reconocimiento de lo familiar. (Gill, et

al., 2007).

Otros datos muestran que en una exploracién espacial, muy pocas de las células

granulares (aprox. 2%) del giro dentado responden como células de lugar
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(Gothard et al., 2001); mientras que en las regiones del CA1 y CA3 la proporcion
de células piramidales activadas es aproximadamente de 40% y 20%
respectivamente (Leutgeb, et al., 2004). Lo anterior coincide con los datos que se
obtienen con “catFISH”, pues revela que existe una diferencia en los patrones de
actividad en estas subregiones del sistema hipocampal, lo que sugiere un papel

distintivo para cada region en la codificacion de memorias.

De esta forma tenemos que si menos células responden activandose, el traslape
entre los ensambles neuronales en CA1l es mayor que en CA3 vy, el giro dentado
con su escasa tasa de respuesta, resultaria con la menor cantidad de traslape en
los ensambles. De esta manera el GD es una estructura, que por sus
caracteristicas de respuesta, cumple mejor con el principio de escasez de la
respuesta, y que por ello, puede tener una alta capacidad de almacenamiento
(Chawla et al., 2005).

Estos resultados apoyan la idea de que el GD tiene un papel relevante en la
ortogonalizacion de la informacién espacial, en donde su funcién recae en la
separacion de patrones espaciales de una forma mas eficaz y susceptible a
cambios sutiles en el entorno (Sakurai, 1999; Mcnaugthon, 1996). Lo anterior
puede verse como que sin la funcidon del giro dentado no se podrian reconocer

condiciones de contextos espaciales como novedosos o familiares.

También se ha observado que después de una destruccion masiva de las células
granulares del GD utilizando la neurotoxina colchicina, las células de lugar de las
regiones del CAl1 y CA3 presentan un ligero cambio, sin embargo, su
funcionamiento no se ve afectado, lo que resulta contrastante dado que las células
granulares del giro dentado fueron destruidas en un 75% (McNaughton, et al.,
1989). Lo anterior sugiere que el papel del giro dentado no radica en trasmitir
informacién espacial a estas regiones y que proyecciones directas de las capas Il y
11l de la corteza entorrinal hacia CA3 y CA1l, respectivamente son las que envian
la informaciéon sensorial necesaria para la respuesta de las células de lugar
(McNaughton, et al., 1989). Pero la destrucciéon o el dafio de las células granulares
afecta notablemente la consolidacion de la memoria espacial, lo que resulta en que
cada ambiente sea novedoso, es decir no hay un reconocimiento del espacio. Si
consideramos estos datos junto con la evidencia de que el porcentaje de células
granulares que responde a la conducta de exploracién es muy bajo, generando

una representacion escasa y por lo tanto altamente eficiente desde el punto de
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vista mnémico, la funcién del GD en la consolidacion de memorias espaciales es

particularmente importante.

Por lo anterior la presencia del ARNm de Arc y su proteina por encima de niveles
basales por un periodo tan largo como 8 horas (Ramirez-Amaya, et al, 2005)
sugiere que Arc debe de estar cumpliendo con un papel importante y distintivo en
cuanto a la formacion de memorias espaciales, dado que en muchos aspectos
encontramos singularidades en el operar de esta estructura, como ya describimos.
La pregunta que surge entonces es cuales son los mecanismos que subyacen esta

presencia sostenida de Arc en las células granulares.

Existen dos posibilidades del porqué Arc se mantiene por un periodo tan largo en
las células granulares después de la exploraciéon: a) EIl ARNm de Arc tiene una vida
larga en el GD a diferencia de las otras estructuras en donde se degrada
rapidamente; o, b) El ARNm de Arc se transcribe de manera continua o sostenida

por 8 horas.

Entender el mecanismo mediante el cual el sistema garantiza la presencia de Arc
en las células del giro dentado es importante para entender otros eventos
celulares que subyacen la consolidacion de la memoria ya que se ha sugerido que
la presencia sostenida de Arc debe ser relevante para completar los cambios
plasticos en las sinapsis de las células que formaran parte de los ensambles de

memoria a largo plazo (Bramham y Messaoudi, 2005).

El disefio experimental se planted con el propdsito de caracterizar lo siguiente: la
presencia sostenida de Arc en el giro dentado, esto es si se trata de un solo
evento transcripcional o de muchos a través del tiempo, y el curso temporal de
esta presencia sostenida de Arc. Partimos de la idea de que si detectamos el intron
de ARNm de Arc, con hibridaciéon in situ fluorescente, podremos garantizar que la
presencia de Arc en el nacleo (como dos focos de expresién que representan los
dos alelos del gen), se deba a una trascripcién reciente, mientras que la presencia
de Arc en el citoplasma de la célula que sabemos que ocurre después de 30
minutos (Vazdarjanova, et al., 2002) representara a las células que se activaron
con anterioridad. Si identificamos entonces las células que expresan tanto el intron
(en el ndcleo como trascripcion reciente) como la soda completa de Arc (en el
citoplasma como la trascripcion temprana) después de que los animales han

explorado en una sola ocasion y son sacrificados a diferentes tiempos, podremos
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determinar si las células granulares siguen, o no, iniciando la trascripcién de Arc a

lo largo del tiempo y cuanto tiempo dura este evento.
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Planteamiento del Problema

En el GD, como consecuencia de una exploracién espacial, el gen de
expresion inmediata Arc, se expresa y se mantiene durante un periodo de al
menos 8 horas, en un grupo significativamente numeroso de células granulares;
en comparaciébn con los animales controles, que no exploraron. Como
mencionamos anteriormente, existen dos posibles explicaciones de como Arc
podria mantenerse por tal periodo de tiempo. Una posibilidad es que su ARNmM
no se degrade y la otra, es que la célula granular presente una trascripcion
sostenida del gen. En este trabajo se tiene el propésito de discernir cuél de estos
mecanismos hace posible la presencia sostenida de Arc y caracterizar
temporalmente dicho fendmeno. Por lo anterior hemos definido los siguientes

objetivos.

Objetivo general: Estudiar uno de los eventos celulares, que pueden estar
asociados a los mecanismos de plasticidad sinaptica que subyacen la
consolidacion de la memoria, que ocurre en las células granulares del GD del
hipocampo de la rata adulta a consecuencia de la conducta de exploracion

espacial.

Objetivo particular: (1) ¢(La presencia sostenida de Arc en las células
granulares del GD del hipocampo de la rata adulta después de la exploracién de
un ambiente novedoso, se debe a la trascripcién sostenida de este gen? (2)
¢cual es el curso temporal de esta presencia sostenida de Arc en las células

granulares del GD del hipocampo de la rata adulta después de la exploracion?.

Meta: Desarrollar una estrategia metodolégica que nos permita identificar por
separado el trascrito reciente de Arc del trascrito tardio, después de un soélo
ensayo de 5 minutos de exploracion. ldentificar con claridad las células que
presentan trascripcion reciente de Arc y distinguirlas de aquellas que presentan
trascripcion tardia del gen, utilizando la deteccién del intron y la sonda completa
de este gen para cada caso, respectivamente. Mediante el sacrificio de los
animales a diferentes tiempos, después de soOlo un ensayo de exploracion
espacial, caracterizaremos el curso temporal de la presencia sostenida de Arc y

determinaremos la duraciéon de la posible trascripcion sostenida de este gen, por
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medio de la identificacion y clasificacion de las células granulares que presenten

su trascrito reciente, su trascrito tardio o ambos.

Hipodtesis: La exploracion de un ambiente novedoso por ratas adultas, induce la
expresion de Arc en las células granulares del GD, que se mantendra
sostenidamente debido a la trascripcion constante de este gen, lo cual se
evidenciara por la presencia de trascrito reciente en animales sacrificados varias
horas después de la exploraciéon. La trascripcion sostenida durara alrededor de 8

horas.
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Metodologia

Sujetos: Se utilizaron 32 ratas de la cepa Wistar de 8 meses de edad. Las ratas a
esta edad se consideran adultos completamente maduros y su crecimiento ya no
es un factor que necesite controlarse. Los animales se separaron en cajas de
policarbonato individuales y habitaron en un ciclo invertido de luz-oscuridad

12:12. El consumo de agua y comida se mantuvo ad libitum.

Conducta: Los animales fueron sometidos a una sola exploracion, en una caja
cuadrada de 65x65 cm. con paredes de 20 cm de alto; la iluminacién del espacio
donde se realiz6 la exploraciéon fue tenue, esto es al 15% de la intensidad de 4
focos de 60W. La luz tenue se utiliza regularmente en este tipo de procedimientos
conductuales. La exploracion dur6é 5 minutos. Después de la exploracion los
animales fueron sacrificados en los siguientes tiempos: 5, 30, 120, 360, 480, 720
y 1440 minutos (cada grupo con una n=4); y 4 animales, considerados como el
grupo control (intacto), se sacrificaron sin recibir la experiencia de exploracion, en
las diferentes horas del dia en las que se sacrificaron al resto de los animales

siguiendo el protocolo de Ramirez-Amaya y colaboradores en 2005

Protocolos conductuales previos (Chawla, et al., 2005; Ramirez-Amaya, et al.,
2005 y 2006; Rosi, et al., 2005) en donde utilizaron dos ensayos de exploracién
separados por uno o varios intervalos tiempo, en comparacion con este trabajo
donde sélo se realizé una exploracién con diferentes intervalos temporales entre la

exploracion y el sacrificio.

Obtenciéon y procesamiento de los tejidos cerebrales: Los animales fueron
sacrificados por decapitacion y sus cerebros se extrajeron rapidamente, se
colocaron en un molde de plastico de PVC, el cual se sumergié en una solucién de
2-methly-butano, enfriada a —~ -30°C mediante un bafio en alcohol etilico y hielo
seco. Los cerebros se almacenaron en un congelador a -70°C; y posteriormente
fueron seccionados con el uso de una matriz de seccion para tejido de 2.7 x 2.5 de
area interior (electron microscope sciences®). Se selecciond sdélo el hemisferio
izquierdo por cada animal (las comparaciones de la expresion inter-hemisféricas
no mostraron resultados estadisticamente significativos), partiendo desde la mitad
del fornix hasta el final de la corteza entorrinal, se utilizé como referencia el limite
entre la corteza y el cerebelo (el procedimiento con la matriz fue el siguiente: se
colocé la primera navaja en el limite de la corteza y el cerebelo; la segunda, 2mm

anterior a la primera; y la tercera 8mm, anterior en relacién a la segunda) (Figura
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13-A), de tal manera que todas las hemisecciones, de cada uno de los animales,
presentaron una altura semejante de corte (x0.5mm). Ademas, para garantizar la
mejor equidistancia en la altura antero-posterior posible, se colocaron los cerebros
en el molde de plastico con la parte posterior en la base del molde, ya que esta
region era la mas equidistante posible. De esta manera, en un molde de plastico
se coloco la mitad del cerebro de un animal de cada uno de los grupos (es decir, 8
hemi-secciones en cada molde), y se cubrid con “Tissue tek OCT®” (Figura 13-B)
y se congelé rapidamente con hielo seco, para generar un bloque soélido. Como
resultado se formaron cuatro bloques que contenian 8 muestras, una de cada

grupo experimental.

Con el uso de un criostato Leica 1850 a — -18°C se seccionaron los bloques con los
cerebros a 20 um de grosor (Figura 13-C). Cada seccién se monto en una laminilla
(Superfrost VWR). De esta manera cada laminilla contenia 8 hemi-secciones del
cerebro de cada uno de los animales de los diferentes grupos, lo cual es muy
importante, ya que permite reducir la variabilidad de la tincién entre los animales
de los diferentes grupos. La variabilidad que se observa en la tincion entre las
diferentes laminillas, aun cuando son tefidas todas al mismo tiempo, puede
afectar la interpretacion de los resultados, por ello cada animal se compara con su
propio control (ver procedimiento de imagenologia confocal) colocado en el mismo
bloque. Los tejidos montados en las laminillas se dejaron secar y se almacenaron
en cajas oscuras herméticas (para evitar la entrada de luz y humedad en el tejido)

y se congelaron a -70 °C hasta que se efectud el procedimiento histolégico.

Figura 13.
Procedimiento de
construccion del
bloque; cada bloque
contiene un cerebro de
cada grupo
experimental (8
cerebros). En A se
muestra como se corta
un cerebro en la matriz
de seccion; en B se
observan los hemi-
cerebros montados en
un molde con una base
de“Tissue tek OCT®”;
en C se muestra un
bloque de cerebros
montado en el criostato,
y también se aprecia un
corte listo para montar
en la laminilla.
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Inmunocitoquimica: Los cerebros fueron procesados en hibridacion in situ
fluorescente para detectar tanto el intrén de Arc (trascrito reciente), como el gen

completo de Arc en el citoplasma (trascrito tardio).

Se realizd la sintesis de la sonda de ARN utilizando un templado de ADN obtenido
de un plasmido disefiado en los laboratorios del Dr. Paul Worley y del Dr. John
Guzowski. Se utilizaron plasmidos que contienen secuencias de ADN probadas
para la fabricacion de sondas de ARN que detectan Arc completo y Arc intron de
manera independiente. Los plasmidos son cortados con enzimas de restriccion
(ECORL1 para la sonda completa de Arc y HIND Il11) para linearizarlos, el templado
linearizado se verifica con un gel de agarosa tenido con bromuro de etidio (Figura
14).

6.0 Kb
3.0Kb

0.5 Kb

Figura 14. Gel de agarosa en donde en el primer carril se corrio la escalera de ADN y a la
izquierda se encuentran los pesos aproximados. En el segundo carril observamos el templado de
Arc completo (TAC); en el tercer carril se observa el plasmido de Arc completo (PAC) ; el
templado de Arc intron (TAI) y el plasmido de Arc intron (PAI).

El templado se utiliza para sintetizar la sonda con el uso de un kit comercial que

contiene la polimeraza de ARN (Maxi script T7/T3 Ambion®) y con el uso de
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nucledtidos marcados (RNA labeling mix ROCHE ®, el cual contiene 3.5mM de
DIG-11-UTP, junto con 10mM de ATP, CTP, GTP y 6.5 mM de UTP) con
digoxigenina (para la sonda de Arc completa) o fluoresceina (para la sonda de Arc
intronica) se realizé la sintesis de las sondas de ARN. Las sondas marcadas se

verificaron con un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (Figura 15)

SAI SAC1 SAC2

3.6 Kb

0.9 Kb
0.6 Kb

Figura 15. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Primero se presenta la escalera de
ARN y a su izquierda se encuentran los pesos aproximados. En el segundo carril observamos la
sonda de Arc intrénica, marcada con fluoresceina (SAl); en los carriles tercero y cuarto se
observa la sonda de Arc completo (SAC1y SAC2) marcadas con digoxigenina.

Se seleccionaron de 4-6 tejidos adyacentes por bloque del hipocampo y se
colocaron en rejillas de plastico para el tren de tincidon (Tissue Tek slide staining
set Sakura ®). Los tejidos fueron fijados en 4% paraformaldehido (pH 7.4),
después se colocaron en una solucién de acético anhidrido (1.25ml de acético
anhidrido SIGMA®, 3.7ml de trietanolamina SIGMA®, 2.3g de NaCl SIGMA® en
250ml de agua DEPC SIGMA®), se lavaron con 2XSSC (dilucién 1:10 en agua
DEPC de la solucion 20xSSC SIGMA®) y después se colocaron en una solucién de
acetona y metanol (50% de cada uno a -20°C), se lavaron una vez mas con
2XSSC y después se incubaron en una solucién de buffer de pre-hibridacién
(SIGMA®), por 30 min. en una camara hermeética de incubacion con papel “bloth”
humedecido con 50% de Formamida en 1XSSC. Una vez prehibridizados, los

tejidos fueron incubados (en la misma camara) con las sondas diluidas (300ng de
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sonda por cada 100ul de buffer de hibridacion) en el buffer de hibridacion
(SIGMA®), se vierte entre 95 y 110ul de esta soluciéon por cada laminilla y encima
se coloca un cubre objetos. La camara de incubacién con las laminillas se colocé
en un horno de hibridacion a 56°C por un periodo de 16-18 horas. Después de
esto, las muestras se lavaron en 3 ocasiones con 2XSSC y RNAsa A en 1XSSC para
deshacerse del resto de la sonda no hibridizada y una vez lavado el tejido, se
procedié a incubarlo con un anticuerpo peroxidado (Roche®) dirigido contra
digoxigenina (para la sonda completa de Arc), por 24 horas. Después se realizo la
deteccion con un sistema TSA® de amplificacion fluorescente Cy3 (para el intron).
La deteccion del segundo ARNm (la sonda completa) se hizo incubando este
mismo tejido con un anticuerpo dirigido a fluoresceina y revelado con el mismo
sistema de fluorescencia usando un fluorocromo diferente como FITC. Los nucleos
de las células se tifieron con el marcador de DNA TO-PRO-3 (Molecular Probes®).
Los tejidos fueron cubiertos con Vectashield® para proteger la fluorescencia y se

colocé un cubreobjetos, se fijaron exteriormente con barniz de ufias transparente.

Microscopia confocal: Se utilizé un microscopio confocal Zeiss® LSM meta 510
para capturan las imagenes confocales, mediante el uso del objetivo 40x, con 1
unidad Airy para calcular la apertura del diafragma confocal o "pinhole" en todos
los casos. Todas las imagenes se toman con el panorama méas amplio del objetivo
40x, utilizando el plano Z desde lo més profundo de la tincién visible hasta lo mas
superficial. De esta manera se obtienen apilados de imagenes que en promedio
tienen un grosor de ~18um y consisten de un total aproximado de 50 imagenes a
lo largo de los diferentes planos de la muestra, cada una con aproximadamente
430nm de grosor y una zona de traslape del 25%. Para la captura de los apilados
de iméagenes se utilizan 3 lasers con los que se excitan de manera independiente
cada uno de los fluoréforos, utilizando el sistema multitrack. Para detectar el
intron de Arc, el cual se visualiza en rojo, se excita Cy3 con el DPSS de 561nm y
se utiliza un filtro dicroico de 575-615nm; para detectar la sonda completa de Arc,
la cual se visualiza en verde, se excita FITC con el argon de 488nm, utilizando un
filtro dicroico paso alto de 505nm; finalmente para detectar la tincion nuclear, la
cual se visualiza en azul, se excita TO-PRO-3 con el HeNe de 633nm utilizando un
filtro dicroico de 640-693nm. La definicion de los parametros de captura de los
apilados, esto es, el poder del laser, la ganancia y el contraste confocal u "offset",
se establecieron en el tejido de los animales controles, que como se explicé
previamente, cada laminilla cuenta con un tejido de cada uno de los diferentes
grupos, incluyendo un control. Debido a la escasez de la respuesta a la exploracién

en las células del giro dentado (Chawla, et al., 2005; Ramirez-Amaya, et al.,
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2005), se capturan apilados de imagenes a lo largo de toda la banda superior del
GD de cada uno de los 8 tejidos en la laminilla. Se comienza a capturar apilados
de imagenes desde la unién de las dos bandas o "genu" hasta llegar al extremo de
la banda superior. Se utilizé la imagen mas cercana al plano medio de la muestra
y se realiz6 la reconstruccion en 2D de la banda superior del GD (Figura 16), en la

cual se conjuntan todas las tomas hechas a lo largo del giro dentado.

Figura 16. Reconstruccion de la banda superior de un giro dentado. La imagen se obtuvo
mediante el empalme de 8 tomas con microscopia confocal, cada toma estd ubicada en el plano
medio del eje Z. Se observan las células activadas en color verde y su disposicion no constituyd
ningun patrén en especifico.

Analisis de las imagenes: para realizar la clasificacion de las células se utilizaron
los apilados de imagenes confocales en donde con el uso de reglas de inclusion
basadas en la determinacion de los planos medios de la imagen, se identificaron
las unidades neuronales que tienden a estar completas en todo el grosor (—18um)
del tejido, estas reglas también permiten evitar el sesgo en la inclusion de
unidades por su tamafio, mediante la inclusiéon de todas las unidades que se
encuentren en los planos medios y se excluyen las unidades gliales las cuales se
identifican por sus caracteristicas de tamafio y su tincion lisa en la superficie. La
clasificacion de las células se hizo de la siguiente manera: Arc nuclear positiva,
aquellas solamente con tincidon del intron de Arc en el ndcleo; Arc citoplasmico
positivo, como aquella con tincién de la sonda completa de Arc en el citoplasma o
alrededor del ndcleo exclusivamente; Arc doble, como aquellas en las que

coinciden las dos clasificaciones definidas previamente.

Si bien la clasificacion se realizé con los apilados de imagenes, el conteo final para

cada GD completo se realizé utilizando la imagen de la reconstruccion, y se
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descartd a las células que aparecieron en el area de traslape con la imagen

consecutiva en la reconstruccion.

Figura 17. Células granulares en el GD expresando Arc, los apilados de imagenes permiten
observar estas células mediante un “barrido” a través de los diferentes planos en el eje Z, por lo
gue si en el primer plano s6lo se observa un marcaje en citoplasma al pasar a los siguientes
planos es posible detectar si la expresion de Arc pudiera observarse o no también en el nucleo.
El nucleo de las células se aprecia en color azul, marcado con TO-PRO-3; la deteccion de la
sonda completa de Arc, tanto en el citoplasma como en el nacleo, se observa de color verde, y la
sonda del intron de Arc se observa como dos puntos rojos en el ndcleo, éstos se observan
regularmente en color amarillo debido a la co-localizacion del intron de Arc y de la sonda
completa. La mayoria de las células que expresan Arc lo presentan tanto en el citoplasma como
en el nacleo (como la célula que muestra la flecha), estas células se clasifican como Arc doble.
Pocas células muestran solo tincién citopldsmica (ver cabeza de flecha) y son clasificadas como
Arc citoplasmico. Esta imagen fue tomada de una animal que exploré una sola vez por 5 minutos
y se sacrificd 30 minutos después.

De esta manera, las reconstrucciones se usaron como referencia para la
cuantificacion del numero de células en las diferentes clasificaciones y permitieron
estimar el niamero total de células granulares por unidad de volumen, utilizando
los datos obtenidos por conteos exhaustivos previos (hechos en 200 imagenes
confocales de células granulares del GD de animales adultos maduros) que
permiten hacer dicha estimacion (Rosi, et al., 2005; Ramirez-Amaya, et al.,
2005). El procedimiento consiste en medir el area de la banda de células
granulares en la reconstruccion y calcular el volumen, utilizando el dato de grosor
obtenido en los apilados de imagenes confocales. Se utiliza asi, la siguiente

férmula para la estimacién del numero de células:

50



100 4
Ap x (N/A)

Donde P es el nimero de neuronas Arc+; Ap es el area en um? de la banda de
células granulares del giro dentado medida en la imagen reconstruida; N es el
numero total de células que se obtienen en imagenes de 40x tomadas a lo largo
de los planos Z (tomado de los conteos previos); y A es el area total en umz2 de
cada una de las imagenes tomadas de los planos medios de los apilados de

imagenes confocales del GD.

Para el andlisis que se presenta en este trabajo Unicamente se consider6 la banda
superior ya que esta es la Unica que responde de manera inmediata a la
exploraciéon espacial expresando Arc (Chawla, et al., 2005; Ramirez-Amaya, et al.,
2005). Todo el andlisis que describié previamente se realiz6 mediante el uso del
sistema Metamorph® vy las reconstrucciones se hicieron con el uso de Adobe
Photoshop®.

Cuantificacion y analisis estadistico: Se obtuvo el estimado de células
granulares incluidas en el estudio de cada animal y también el nidmero de células
con Arc en el citoplasma (completo), Arc en el nucleo (intrén) y doble marcadas
(citoplasmatico y nuclear). Del total de células granulares y de las células
clasificadas para cada condiciéon (sumando todas las imagenes analizadas por
animal) se calcula la proporcién de células para cada clasificacion por animal. A
estos datos se les aplic6 una “ANOVA” de una via y también el posthoc con
Bonferroni corrigiendo para comparaciones multiples. N6tese que la N de cada
grupo es de 4, en los estudios en los que se usa el analisis “catFISH”, la
variabilidad se reduce con la inclusién de un mayor nimero de unidades celulares,
mas que con el incremento en la N de animales. En este estudio se incluyeron en

promedio 30,000 células granulares por animal para el analisis.
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Resultados

En el procesamiento de los cerebros se obtuvieron tinciones 6ptimas en al
menos 3 laminillas de cada uno de los bloques. Con el uso de un microscopio
confocal Zeiss LSM 510® se obtuvieron imagenes completas con el objetivo 40x

(1.3 AN) de todo el giro dentado de 2 a 3 giros dentados completos por animal.

Las imagenes mostraron que los tratamientos de los tejidos con hibridacion in situ
fluorescente permitieron identificar de manera adecuada tanto la sonda
complementaria al intron de Arc para ver trascrito reciente, como la sonda
complementaria del gen completo de Arc para ver el trascrito tardio; al analizar las
muestras de tejidos con microscopia confocal se pudieron distinguir los dos
marcajes por separado: el Arc intrénico nuclear con el marcador Cy3 (en rojo) y la
sonda completa para Arc en el citoplasma con FITC (en verde), como también el
nucleo de las células con TOPRO (en azul). Por lo que la co-localizacion de Arc
intrénico y completo se coloreaba en amarillo (verde y rojo juntos), regularmente.
Esto resolvié el problema para identificar de manera correcta si habia o no

trascrito reciente de Arc en la célula (Figura 18).

Figura 18. Una misma célula granular de la banda superior del GD. La imagen de la izquierda
muestra el marcaje citoplasmico en verde, lo que indica que Arc esta presente, como se observa,
en todo el cuerpo celular, lo que hace indistinguible el trascrito reciente (intrén) de Arc. En la
figura de la derecha se pueden apreciar dos puntos en color amarillo, que indican una activacién
del intrén de Arc en la célula. Estos resultados se hicieron posibles debido a los dos marcadores
utilizados para caracterizar la expresion de Arc.
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Como ya se habia reportado previamente, los resultados obtenidos muestran que
aproximadamente el 2% de las células granulares respondieron a la conducta
expresando Arc, como consecuencia de la exploracion espacial (Figura 19). La
respuesta muestra actividad inmediata desde los 5 minutos, pues en los
resultados se muestran todas las células que expresan Arc, tanto en el nucleo
como en el citoplasma, como se muestran en un estudio previo (Chawla, et al.,
2005). El ANOVA factorial mostro diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (F 7,20 = 9.892 P<0.0001), el andlisis post hoc utilizando Bonferroni que
corrige para comparaciones multiples mostré diferencias por debajo del criterio de
p< 0.01 entre los controles y los animales sacrificados a 5, 30, 120, 360 y 480
minutos. Los animales sacrificados a los 720y 1440 minutos no mostraron
diferencias signicativas con respecto al grupo control (P=0.0705 y P=0.5129

respectivamente).
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Figura 19. El porcentaje de células que expresaron Arc en el GD, a consecuencia de la
exploracion espacial. Cada barra indica un grupo experimental distinto. El porcentaje de Arc en
los distintos grupos se mantiene en un promedio que oscila entre el 1.75% y 2%, durante las
primeras 8 hrs., posteriormente decae en los grupos experimentales de 720" y 1440" por debajo
de los niveles basales (~.5%0). En esta grafica se puede apreciar que el nimero promedio de
células granulares que expresan Arc se mantiene a través de los diferentes tiempos en cada
grupo experimental.

En la figura 20 se muestran los datos de la expresion de Arc exclusivamente
citoplasmica. En ellos se replican las proporciones obtenidas en los trabajos
previos en donde sélo se midié expresion citoplasmatica (Rosi, et al., 2005;
Ramirez-Amaya, et al., 2005) y en este caso los puntos temporales que muestran
diferencias con el control empiezan a los 30 minutos (Figura 20). EI ANOVA

factorial muestra diferencias estadisticamente significativas entre grupos (F 7,20 =

53



23. 921 P<0.0001) y el analisis post hoc con Bonferroni mostré diferencias por
debajo del criterio de P<0.01 entre el grupo control y los grupos 30, 120, 360 y

480 minutos.
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Gréfica 20. Proporcion de células detectadas con el mMRNA de Arc completo en el citoplasma de
las células granulares del GD, en los diferentes grupos experimentales. El grupo sacrificado a los
5 minutos de haber explorado, muestra un porcentaje menor al basal, por lo que no ha iniciado
el trascrito tardio; a los 30 minutos la tasa se dispara mostrando un porcentaje de ~1.45%. en
los grupos posteriores se mantiene por arriba del 1%, excepto por los dos ultimos grupos (G-
720 y G-1440 minutos).

Es importante sefialar dos cosas importantes: primero, en los trabajos previos
siempre se utilizaron 2 eventos de exploracién (Chawla, et al., 2005; Rosi, et al.,
2005) separados por uno o varios intervalos temporales (Ramirez- Amaya, et al.,
2005). Los datos que se obtuvieron en los como resultado de la exploracién,
confirman la idea de que la expresion de Arc durante al menos 8 horas se debe a
una sola experiencia de exploracion ademas de el hecho de que este nuevo curso
temporal muestra que la expresion de Arc empieza a decaer alrededor de las 12
horas, ya que los animales sacrificados en ese tiempo no muestran una proporcion
de células significativamente diferente con respecto al grupo control; segundo, el
tratamiento estadistico de los datos, es que si bien los grupos muestran
diferencias significativas en comparacion con el grupo control, también lo
muestran con el grupo experimental sacrificado a los 1440 minutos (Figura 19), lo

que muestra que una vez iniciada la expresion del gen, su presencia se mantiene
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mas o menos estable durante las primeras 8 horas y decae a niveles basales a las
24 horas; lo anterior se sustenta con los resultados de los ultimos grupos que
corresponden a las 12 y 24 horas, los cuales ya no muestran resultados
significativos en la expresion de Arc, en comparacion con el grupo control (Figura
19).

El analisis de la cuantificacion de las células con Arc en los diferentes
compartimentos celulares, esto es si su localizacion es en el ndcleo, en el
citoplasma o en ambos, muestra lo siguiente: el ARNm intrénico caracteristico del
trascrito reciente y presente s6lo en el ndcleo (Figura 21-A) se observa
principalmente en el grupo de animales sacrificados a los 5 minutos. EI ANOVA
factorial para la expresién exclusivamente nuclear de Arc (Figura 21-A) muestra
diferencias estadisticamente significativa entre los tratamientos (F 7, 20 = 9.536
P<0.0001) el analisis post hoc con Bonferroni muestra diferencias
estadisticamente significativas en comparacion al control por debajo del criterio de
P<0.01 solamente en el grupo de animales sacrificados a los 5 minutos. El resto
de los grupos no es diferente con respecto al control, pero si lo es con respecto al
grupo 5 minutos (P<0.01). En el caso de la tincion exclusivamente citoplasmatica
caracteristica del trascrito tardio (Figura 21-B), el ANOVA factorial nos arroja
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (F 7, 20 = 7.656
P<0.0002), el analisis post hoc con Bonferroni muestra que los grupos que son
diferentes con respecto al control son los de los animales sacrificados a los 30,
360 y 480 minutos. Cabe sefalar que los grupos de animales sacrificados a los
120 y 720 minutos muestran una P=0.0729 y P=0.0245, que si bien esta por
encima del criterio de significancia se pueden considerar cercanos a este, lo que

indica una expresion citoplasmica marginal.

Finalmente, el analisis de la expresion de Arc localizada tanto en el nucleo como
en el citoplasma de la célula (Figura 21-C) muestra mediante el ANOVA factorial
que existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos (F 7,20 =
12.998 P<0.0001) y el andlisis post hoc con Bonferroni mostré que los grupos que
alcanzan diferencias estadisticamente significativas por debajo del criterio con
respeto al grupo control son los de los animales sacrificados 30, 120, 360 y 480

minutos.
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Figura 21. Distribucion de células granulares que expresan Arc: células con trascrito reciente
(A), trascrito tardio (B) y doble trascrito (C), como se observa en las tres graficas después de las
8hrs., se observa una caida en el nimero de células expresando Arc, en los diferentes grupos
experimentales.

En conjunto estos datos muestran que la localizacion exclusivamente nuclear de
Arc se observa solamente en el grupo de animales sacrificados 5 minutos después
de la exploracién, mientras que la localizacion citoplasmica y doble es
significativamente més alta en la mayoria de los grupos sacrificados entre 30 y
480 minutos. Esto sugiere que la mayoria de los grupos, en esos periodos de
tiempo, a pesar de haber sido sometidos s6lo a un episodio de exploracion,
presentan expresién de Arc tanto en el citoplasma, como en el citoplasma y en el
nucleo. Estos datos sugieren que las células que se activaron originalmente por
un solo ensayo de exploracion son capaces de iniciar nuevamente la trascripcion
de Arc. Ahora bien, la siguiente pregunta que nos hicimos fue, del total de células
activadas, cual es la proporcion de ellas que muestra tincion del ARNm de Arc
tanto en el ndcleo como en el citoplasma. El andlisis de las proporciones de
células, del total de células activadas, que muestran Arc en los diferentes
compartimentos de la célula se muestra en la figura 22. La proporcion de células
con tincibn exclusivamente nuclear o exclusivamente citoplasméatica muestra
resultados que se asemejan a los del andlisis que se muestra en la figura 21 Ay B,
por lo que obviaremos su descripcion. El dato interesante aparece en la proporcion
de células con tincién tanto citoplasmica como nuclear (Figura 22-C). EI ANOVA
factorial muestra diferencias estadisticamente significativas entre grupos (F 7,20 =

5.009 P<0.0021), el post hoc con Bonferroni muestra que solamente el grupo de 5
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minutos es diferente del control. En la grafica 22-C se observa que
aproximadamente el 50% de las células activadas que muestran tanto tincion
citoplasmatica como nuclear, en los grupos de 30, 120, 360 y 480 minutos son
significativamente mas que las observadas en los controles, esto sugiere que la
mayoria de las células activadas (el otro 50% que esta repartido en nuclear y
citoplasmico) muestra al mismo tiempo trascripcion tardia y trascripcion reciente,
a pesar de que los animales fueron sometidos solamente a una sesion de
exploracién por un intervalo de 5 minutos. Cabe sefalar que incluso las células
activas en los grupos de animales de 720, 1440 minutos, asi como en los
controles, se muestra una proporcidon de células con tincién doble (nuclear y
citoplasmatica) es cercana al 50% y recordemos que en este caso la proporcién de
células activas es significativamente mas baja que en los animales expuestos a la
exploracién entre 5 y 480 minutos previo al sacrificio. Lo anterior sugiere que si lo
que observamos se trata efectivamente de trascripcién sostenida de Arc, ésta

ocurre de manera frecuente, incluso en condiciones basales de actividad.
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Figura 22. Porcentaje de células expresando Arc con trascrito reciente (A), tardio (B) y ambos
(©); con relacidn al total de células granulares que presentan Arc. Al menos un 50% de células
muestran trascrito sostenido (C), el resto se encuentra distribuido con expresién nuclear y
citoplasmica; como se puede observar en A, el grupo con mayor indice es el de 5’ que acaba de
iniciar su trascrito; en B, se observa una distribucion casi homogénea en todos los grupos que
expresan Arc citoplasmico.
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Cabe sefialar que las inspecciones visuales del mismo tejido en otras regiones
como los cuernos de Ammon en el hipocampo (tanto CA1 como CA3) asi como la
corteza no presentan numerosas células con tincién doble del ARNm intrénico vy el
ARNmM completo de Arc, lo que sugiere que en estas regiones no se presenta el
fendmeno de la trascripciéon sostenida de Arc. Asi mismo, las tinciones hechas para
otros genes de expresion inmediata como Homer la, c—Fos y Zif 268 no muestran
evidencia de presencia sostenida de estos genes. Sin embargo, si bien las
tinciones ya se hicieron, falta el analisis sistematico de los resultados para

confirmar dichas observaciones.

En conjunto los datos presentados en este trabajo muestran evidencia histolégica
de trascripcion sostenida de Arc, que se incrementa significativamente por arriba
de los niveles basales desde los 30 minutos hasta al menos por 8 horas, y a las 12

hora la trascripcion deja de ser diferente de los niveles basales.

58



Discusion

Existen fundamentalmente dos aportaciones importantes de nuestros
datos al conocimiento previo: la primera, es el hecho de que al menos el 50% de
las células activadas presentan tanto el intron del RNAm de Arc en el ndcleo, como
el resto del gen en el citoplasma, tomando en cuenta que los animales s6lo fueron
estimulados conductualmente una vez y que el tiempo que dejamos transcurrir fue
de mas de 8 horas después de la exploracion; la segunda, es que esta respuesta
perdura establemente por un periodo de 8 horas, y alrededor de las 12 horas se

observa un nivel no diferente del basal.

Entonces, podemos decir que Arc mantiene su expresion en las células granulares
debido a una continua trascripcion del RNAmM de este gen, y no por una larga vida
de éste; lo que se puede ejemplificar al observar la distribucidon de Arc en el grupo
experimental de 30 minutos, que se muestra en la figura 22, donde se observa lo
siguiente: ~19% de las células presentan exclusivamente Arc intrénico, el ~33%
Arc completo y el ~49% presentan ambos; por lo que podemos notar que existe
una poblaciéon de células granulares, de tamafo importante, que esta iniciando la
expresion nueva de Arc y que también se habia activado previamente, que en el
caso de los animales sacrificados a los 30 minutos sabemos que esta activacion
esta seguramente relacionada con la exploracién que ocurrié previamente como
consecuencia de la exploracion (ver Chawla, et al., 2005 y Ramirez-Amaya, et al.,
2005)

La proporcion de células que respondi6 de manera inicial a la conducta de
exploracién, esto es a los 5 minutos, es de aproximadamente 2%, y, a pesar de
que al analizar las proporciones de células con Arc en los diferentes grupos
experimentales vemos una cierta fluctuacion, la proporcion de células activadas se
mantiene bastante estable a lo largo de las 8 hrs. Ademas, lo que también se
mantiene estable, es el hecho de que aproximadamente el 50% de las células
activadas esta iniciando la trascripcion de Arc de nuevo, sin que se haya

estimulado por una segunda ocasién a los animales.

Podemos interpretar estos datos como indicadores de que Arc se trascribe
sostenidamente por un periodo de al menos 8hrs. Para garantizar que esta
interpretacion es correcta, faltaria realizar un experimento farmacolégico en el que
se inhiba la expresién sostenida de Arc con una droga que bloqueé la trascripcion,

como actinomicina. De esta manera, podriamos concluir que después de una
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experiencia de exploracion las células granulares siguen iniciando la trascripcion
de Arc sostenidamente. Sin embargo, la evidencia que encontramos aqui sugiere
de manera muy plausible, que sea expresion sostenida, dado que al utilizar la
deteccion del intron es muy improbable que la presencia del gen en el ndcleo no
se deba a un evento de trascripcion reciente, ya que entre los mecanismos
moleculares de procesamiento del ARNm esta la eliminacidon y degradacion rapida

de los intrones (Alberts, et al., 1994).

Pero, ¢(qué posibilidad existe de que esta activacidon sostenida pudiera estar
causada por una activaciéon del hipocampo asociada con el ciclo circadico y de que
no se tratase de una activacién prolongada, exclusivamente relacionada con la
experiencia de exploraciébn? En este y otros experimentos se sacrifica a los
controles intactos a lo largo de diferentes puntos temporales en el ciclo circadico
(Ramirez-Amaya, et al., 2005). En dichos animales, la comparacion de la
expresion basal de genes tempranos, como Arc y Homer 1la, en el hipocampo no
varia, mostrando en todos los casos una proporcion de células granulares que
expresan estos genes por debajo del 0.5%. En otros trabajos han reportado que la
expresion basal de Arc en la corteza podria variar dependiendo de si el animal ha
estado despierto o dormido, pero, esto independientemente del horario circadico,
en este caso, la variabilidad que se observa en la expresion basal de Arc entre el
suefio y la vigilia, se observo solo en la corteza y podria esta relacionada con la
actividad del animal (Cirelli y Tononi, 2000). Esto contrasta con lo que se observa
en otras regiones del sistema nervioso, importantes para la regulacion circadica,
como el ndcleo supraquiasmatico; en esta estructura del hipotalamo, las neuronas
muestran variaciones en la expresion de Arc, asociadas con el ciclo luz—oscuridad
(Nishimura, et al., 2003), como ocurre con otros genes que se inducen con este
cambio en la estimulacion como c-fos, Jun B y Zif268 entre otros (Berke et al.,
1998). Arc se expresa en respuesta a la luz con un curso temporal gue muestra su
pico entre los 30-60min después del inicio de la fase luminosa; lo anterior hace
sentido, pues las neuronas del nucleo supraquiasmatico muestran actividad
eléctrica en respuesta a la estimulacion luminosa (Kreisel, et al., 1978; Rusak y
Groos; 1982) y estos genes, como mencionamos previamente, son inducidos por
la actividad celular que ocurre en esta region en respuesta al inicio de la fase de
luz. Dado todo lo anterior, es altamente improbable que la presencia sostenida de
Arc, en el giro dentado, después de la exploraciéon esté relacionada con activacion

circadica en el hipocampo.
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Por lo anterior, concluimos que la expresion sostenida de Arc no se debe a la
prolongacion de la vida del gen en las células ni tampoco esta asociado a una
activacion circadica, sino que, se debe a un evento de trascripcién sostenida de
Arc que se da en respuesta a la exploracion. Lo anterior es un resultado bastante
fructuoso para nosotros, dado que, hasta ahora no se sabia cual era el mecanismo
a través del cual Arc permanecia en las células granulares del GD por un tiempo

tan prolongado.

Ahora bien, dado que solo el 50% de las células presenta el trascrito tanto en el
nudcleo como en el citoplasma, y las proporciones de células con el trascrito ya sea
en el ndcleo o en el citoplasma tiende a fluctuar, pero, el total de células activadas
es estable por 8 horas, es posible que las células inicien la trascripcion y la
apaguen transitoriamente y luego la vuelvan a iniciar. Para corroborar esto seria
ideal monitorear la expresion de Arc en el hipocampo del animal vivo, durante las
8 horas después de la exploracion, lo cual se podria lograr con métodos novedosos
como el descrito por Wang y col. (2006) en el que con una construccion
transgénica, en la que se inserta la proteina verde fluorescente junto a la regiéon
del ADN que ocupa el gen Arc, permite el monitoreo con microscopia confocal

multifotdnica de la expresion de Arc en el cerebro vivo.

Si bien, pudiéramos pensar que nuestros datos sugieren que esta trascripcion se
trata de un mecanismo celular, en el que las neuronas granulares del GD
mantienen activa la trascripcion de Arc durante esta ventana temporal. Es posible
que este evento de sostenimiento en la expresion de Arc esté asociado con
actividad sostenida de los circuitos de la red cortico-hipocampal, dando lugar a
una continua estimulacién de las células granulares. Para determinar si esta
trascripcién sostenida es un evento celular autbnomo o bien es un evento
relacionado con la actividad de la red, es necesario realizar un monitoreo
electrofisiolégico de la actividad de las células granulares después de la
exploracién. Sin embargo, los datos en la literatura muestran que las células
granulares también presentan actividad en respuesta al lugar, como las células
piramidales en los cuernos de Ammon (Jung y McNaughton, 1993). Mas aun, datos
preliminares obtenidos en este estudio, en los que evaluamos la posible expresion
sostenida de otros genes tempranos, mostraron que tanto c-Fos, Zif268 y Homer
la no se expresan sostenidamente en el giro dentado después de la exploracion.
Esto apoya la idea de que se trata de un evento auténomo de la célula, pues de

tratarse de actividad en el circuito, todos los otros genes tenderian a expresarse
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sostenidamente. Aunque también existe la posibilidad de que la experiencia
modificara el umbral de induccidén de Arc haciéndolo mas sensible y los otros no.
En resumen, se necesita mas investigacion para entender cabalmente los

mecanismos que subyacen esta trascripcion sostenida de Arc.

Lo que resulta muy interesante es que se ha sugerido que puede existir una
ventana temporal en la que se requiere de la continua trascripcion de Arc para
completar procesos de plasticidad en las dendritas (Bramham y Messaoudi, 2005).
Dichos autores, sugieren que la regulaciéon en la expresibn de este gen esta
relacionada con formas de reduccién o expansion en la ventana temporal de
consolidacién de los cambios plasticos a nivel sinaptico. Con nuestros datos
podemos sugerir que el periodo de tiempo que dura la trascripcidon sostenida de
Arc, inducida por la exploracién espacial, que es de alrededor de 8 horas, seria
mas o menos el tiempo que se requiere para llevar a cabo dichos cambios

plasticos a nivel postsinaptico.

Otro punto importante es que Arc, como ya mencionamos, presenta una alta
homologia con las proteinas a-espectrina y con F-actina (Lyford et al., 1995), vy la
interaccién de Arc con estas moléculas por 8 horas continuas, podria representar
un elemento importante para los mecanismos que subyacen la plasticidad
estructural, por lo que podemos sugerir que una de las funciones de la trascripciéon
sostenida de Arc pudiera estar relacionada con la plasticidad estructural de las

dendritas donde se alojan estas proteinas.

Otro mecanismo plastico que pudiera ser beneficiado por la presencia sostenida de
Arc es el escalamiento sinaptico (Shepherd, 2006), del cual depende el
mantenimiento de cambios en la eficiencia sinaptica como la PLP. Por estas
razones la trascripcion sostenida de Arc por un periodo de 8 horas podria ser un
proceso relevante no solo para la consolidacion de cambios plasticos, como lo
sugieren Bramham y Messaoudi (2005), sino también para la consolidacion de la
memoria espacial, la cual al parecer tiene una ventana temporal

considerablemente semejante (Knowlton, 1985).
Es importante mencionar, que los datos preliminares del andlisis de la trascripcion

sostenida de Arc en el hipocampo, sugieren que ésta ocurre exclusivamente en el
GD.
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Por estas razones, podemos sugerir que este fendbmeno que ocurre en el GD,
pudiera ser una importante base molecular para la consolidacién de la memoria
espacial y posiblemente para toda la memoria episddica. Esto permitiria garantizar
la permanencia (en el periodo temporal en el que se observa) de cambios
moleculares en ese grupo de células granulares, que podrian resultar en
modificaciones en la eficiencia sinaptica, lo que permitiria la estabilizacion de los
ensambles de representaciéon de la informacién espacial o episédica asociada a la

experiencia del animal (Hebb, 1949), para asi mantenerla a largo plazo.

Por lo que la expresiéon de este tipo de cambios plasticos, que se presentan
después de una conducta exploratoria, estan cumpliendo alguna funcién en la
célula, y recurriendo a la teoria, se sugiere que dicha funcién podria ser la de
estabilizar la respuesta del ensamble, particularmente en aquellas células que
formaran parte de los ensambles de representacion a largo plazo, es decir,

aquellas que expresan sostenidamente Arc.

Por otra parte, el andlisis de estos resultados concuerda con lo propuesto por la
teoria de Maturana y Varela (2003), que plantea una continua interaccion entre el
organismo y su medio, donde el SNC se propone como dinamico y en continua
transformacion como una forma de mantener la congruencia con las
transformaciones del medio, donde cada interaccion lo afecta a distintos niveles,
es decir, se presentan modificaciones que incluyen diferentes cambios en el
metabolismo celular, y éstos a su vez, modifican las conexiones que dicha célula
tenga, lo que resulta en una deriva estructural continua que sigue el curso en el
que en cada instante se conserva el acoplamiento estructural (adaptacion) del
organismo a su medio de interaccibn, dando como resultado el proceso de
“cognocere”. Asi, podemos ver que, independientemente de la postura que se
tome (representacionista o no), existe un cambio en el SNC como consecuencia de
una conducta (en este caso exploratoria), es decir, como resultado de la
interacciéon, y ese proceso de cambio presenta caracteristicas particulares en el
organismo, como las que nosotros describimos en el caso particular de Arc y las
células granulosas del GD; sin embargo, aun no podemos jactarnos de que
efectivamente esté sucediendo el proceso de “cognocere” o de consolidacion de la

representacion.
Es importante considerar que aunque cada trabajo aporte resultados relevantes

para las teorias fisiologicas del aprendizaje y la memoria, siempre se debe de

tener en cuenta que ningun conocimiento es absoluto, ni estatico, sino un
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fendbmeno constructivo y totalmente dinamico, que requiere de la constante
integracion de nuevos datos y teorias, de la retroalimentacion permanente; asi
como también, de la actualizacion y cuestionamiento de sus bases teoricas y
metodolégicas, pues es la base para no adoptar dogmas. Por lo anterior, los
resultados obtenidos son fructuosos para nosotros y al mismo tiempo constituyen
un eslabén en la cadena del conocimiento, un eslabdn que resulta util y que puede

interpretarse con diferentes opticas.
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