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RESUMEN

Comprender los procesos de aprendizaje y memoria, implica entender los
mecanismos neuronales que les permiten a los organismos reconocer
diferentes situaciones conductuales y/o contextuales. El presente trabajo busca
estudiar estos mecanismos, a través de identificar las unidades neuronales que
responden a dos tareas diferentes en un mismo ambiente espacial. El objetivo
de la presente tesis fue caracterizar la conducta de los animales y la actividad
neuronal en el hipocampo, region en donde las neuronas responden de manera
especifica al ambiente espacial. Para ello, entrenamos a ratas en una tarea de
discriminacion en un laberinto radial de 8 brazos, utilizando dos diferentes
tonos asociados con dos recorridos distintos (cada uno compuesto de tres
brazos y ambos con movimientos y angulos de giro equivalentes) utilizando
comida como estimulo reforzador. Evaluamos la actividad celular mediante la
técnica de catFISH, que se vale de la deteccion de la expresion del gen
inmediato efector Arc, para distinguir a las células que se activan durante dos
diferentes épocas conductuales. Encontramos que las regiones de CAl y CA3
del hipocampo, participan en la codificacion de dos recorridos aprendidos en un
mismo ambiente de exploracion. Esto aporta evidencia de la participacion del
hipocampo en la codificacion del contexto espacial, de acuerdo a las demandas

conductuales que los animales tienen que realizar para conseguir el reforzador.



SUMMARY

The understanding of learning and memory processes implies the knowledge of
the neural mechanisms that enable organisms to recognize different behavioral
conditions and contexts. The present work aimed to study these mechanisms,
by identifying the neural units that respond to two different tasks within the
same spatial environment. In the present study, we characterize the behavior of
animals and the neural activity in the hippocampal region, which is known to
contain neurons that respond in a very specific way to the spatial context. We
trained male Wistar rats in a discrimination task inside a radial maze using two
different tones, paired to two distinct paths (each containing three arms and
both with equivalent movements and course angle), and reinforced with food.
Cell activity was evaluated through the catFISH technique, which detects
expression of the immediate effector gene Arc, in order to distinguish activation
of cells during two distinct behavioural epochs. We found that CA1 and CA3
regions of hippocampus, participate in the codification of two routes learned in
the same exploration environment. This results provide supports evidence of
hippocampal participation in spatial context coding, depending on the

requirements of the task that allows for obtaining the reward.



INTRODUCCION

La adaptacion de cualquier organismo depende de la forma en que percibe e
integra la informacién que proviene del medio. El sistema nervioso posee una
conectividad predeterminada por la herencia y la filogénesis, que dota al animal
de un conjunto de conductas, como respuesta a estimulos especificos, que le
permiten adaptarse (Lorenz, 1976). Sin embargo, en la ontogenia los circuitos
se modifican de acuerdo a las exigencias que impone el entorno, exigencias
que pueden ser impuestas por la exposicidn a ambientes espaciales novedosos

0 nuevas demandas conductuales en un ambiente ya conocido.

En el presente trabajo, nuestro interés es estudiar como el sistema nervioso
reconoce Yy discrimina las condiciones ambientales con las cuales se enfrenta.
Pretendemos establecer un modelo con el que podamos estudiar los circuitos
neuronales responsables de la discriminacion entre diferentes estimulos, que
evocan conductas alternativas en el mismo ambiente espacial. Para ello,
entrenamos a ratas en una tarea de discriminacion en un laberinto radial de 8
brazos, valiéndonos de dos tonos asociados a dos distintos recorridos (cada
uno compuesto de tres brazos, ambos con movimientos y angulos de giro
equivalentes). Dado que se utiliza un reforzador (en este caso comida) para
que los animales aprendan a recorrer determinados brazos, a la asociacién
tono-recorrido-refuerzo se le denomina programa de reforzamiento. Una vez
que los animales alcanzaron una ejecuciéon de la tarea con un nivel minimo de
errores (<10%) y con evidencia clara de discriminacién (prueba estadistica de
chi cuadrada) de los dos recorridos, realizamos una ultima sesion de
exploracion en el laberinto radial. Utilizando ya sea el programa A de
reforzamiento (tono de 2000 Hz. asociado al reforzador en brazos 1, 4y 6) en
dos ocasiones separadas por un intervalo de tiempo de 25 min (AA); o bien el
programa A en el primer ensayo y luego el programa B (tono de 500 Hz.
asociado al reforzador en brazos 3, 5y 8) en el segundo ensayo 25 min
después (AB). Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de la

segunda exploracion.



Consideramos que las células que responden durante la tarea, incluyen a los
grupos de neuronas que generan un patron de actividad especifico para
representar la informacion de la conducta reforzada en un contexto espacial.
Evaluamos la actividad celular mediante la técnica de CatFISH. Detectando el
transcrito del gen efector de expresion inmediata Arc en estructuras del
hipocampo, las cuales se sabe participan en la codificacion del reconocimiento
y la discriminacién del contexto (Leutgeb, Leutgeb, Moser y Moser, 2007).
Gracias al conocimiento que se tiene (Guzowski, McNaughton, Barnes y
Worley, 1999) del tiempo que le toma al ARNm de Arc acumularse en el nacleo
durante el proceso de transcripcion (~5min) y posteriormente translocarse
hacia el citoplasma de la célula (~30min), podemos identificar a las neuronas
que responden durante diferentes épocas conductuales, separadas por un
intervalo de ~30 min (Vazdarjanova y Guzowski, 2004). De esta manera,
identificamos a las células que respondieron a la primera época de exploracion
por la presencia del ARNm de Arc en el citoplasma, mientras que las células
gue respondieron a la segunda exploraciéon presentaron el ARNm de Arc en el
ndcleo. Las neuronas que respondieron a ambas épocas conductuales se
identificaron por la presencia del gen en ambos compartimentos celulares. Los
resultados mostraron que tanto la regiébn de CAl como la de CA3 en el
hipocampo, se activan y participan en la codificacion del contexto durante la
ejecucion de la tarea de discriminacion en el laberinto radial. Esto aporta
evidencia de la participacion del hipocampo en la codificacion de los dos
recorridos, aun cuando estos se hayan dado en el mismo ambiente espacial.
Acorde con lo reportado en la literatura (Smith y Mizumori, 2006), los datos
demostraron que la codificacion del contexto no solo se construye a partir de
las pistas del entorno, sino también de acuerdo a las demandas conductuales
de la tarea. Confirman que los circuitos neuronales del hipocampo juegan un
papel importante en el procesamiento de la informacion necesaria para el
aprendizaje espacial. Lo anterior sugiere que el hipocampo puede generar
representaciones estables de diferentes recorridos en un mismo ambiente,
Gtiles para una eficiente conducta de navegacion, lo que puede ser una

caracteristica importante de la funcion hipocampal.



ANTECEDENTES

1. Nociones Generales

Mediante el aprendizaje y la memoria los organismos adquieren informacion del
entorno, que se almacena y se utiliza para generar o modificar conductas que
le permiten al organismo adaptarse al medio. Para entender como se produce
esta modificacion conductual, es necesario conocer los mecanismos

neuronales que les subyacen.

Aunque es claro que las neuronas median todos los procesos cognoscitivos, si
las unidades neuronales fueran las encargadas de representar los eventos de
estimulacién, el numero de neuronas que existe en un cerebro limitaria la
cantidad de informacion que este puede procesar. La actividad de cada
neurona es altamente variable, la inmensa cantidad de sus contactos sinapticos
sugiere que es muy poco probable que por si misma pueda representar un
evento de estimulacion; el cual incluye por lo regular una configuraciéon
compleja de estimulos (Sakurai, 1999). La codificacion de la informacién en
unidades celulares tampoco explicaria la redundancia funcional en el SNC. Ni
la compensacion de las funciones cognoscitivas que se ha observado después
de lesiones que destruyen grupos grandes de células nerviosas (Lashley,
1931). Por tanto, se ha propuesto que el procesamiento de la informacion se
lleva a cabo por redes neuronales que trabajan en serie y/o en paralelo,
formando circuitos en los cuales se generan patrones de actividad por

estimulos especificos (Sakurai, 1999).

Uno de los primeros neurocientificos que formalmente planteé esta idea fue el
psicologo Donald Hebb (1949), el cual se basdé en las descripciones
anatomicas de Lorente de N6 que demuestran la existencia de conexiones
recurrentes y una sofisticada red de ramas axonales (Figura 1). Hebb sostuvo
que la memoria esta sostenida por patrones de actividad coordinados que se

repiten en grupos especificos de neuronas. En principio por la reverberaciéon



que permiten las conexiones recurrentes, posteriormente a través de cambios
en la eficiencia de la comunicacion sinaptica y de modificaciones estructurales.

A estos grupos Hebb los denomind “ensambles, y sostuvo el supuesto de que
podian interactuar unos con otros para formar sistemas mas complejos
denominados secuencias de fase. Cuanto mayor es el tiempo de reverberacién
del ensamble, mayor es la probabilidad de que se den cambios estructurales
(como crecimiento o engrosamiento de los botones sinapticos) que modifiquen
el peso de las sinapsis (el umbral ante el cual la sinapsis es activada) y faciliten

la trasmision de la informacion por rutas especificas.

.

Figura 1. En la zona de la izquierda se muestra un conjunto de neuronas (sefialadas por las letras), en la
cual B, D y X constituyen conexiones recurrentes que conducen la estimulacion hacia las mismas células
de donde provino, lo que permite que el circuito reverbere por algln periodo. A la derecha un esquema
de un ensamble. Las flechas representan la direccién y los numeros la secuencia de los potenciales de
accién entre las neuronas del circuito (representadas por los espacios a donde llegan las flechas).
llustran la posibilidad de una alternancia de reverberacién por rutas en paralelo funcional, que permiten
al ensamble mantenerse activo por mas tiempo (modificado del libro de Hebb, 1949).



En la actualidad, el concepto de ensamble se refiere a los grupos de células
nerviosas que después de producir un patrén de actividad, a consecuencia de
una de estimulacién sensorial o conductual, mantienen la capacidad de
reproducirlo. Inicialmente mediante la reverberacién y posteriormente gracias a
los cambios plasticos que ocurren entre sus conexiones. Destacan varias
propiedades (Hebb, 1949; Sakurai, 1999) importantes de estos sistemas

celulares de representacion de la informacion:

a) El traslape, que es la posibilidad de que una misma neurona
pueda ser parte de multiples ensambles.

b) La codificacion escasa, sugiere que un ensamble, conforme
se consolida, debe disminuir la cantidad posible de neuronas
para evitar la saturacién y aumentar la capacidad mnémica del
sistema.

c) La construccién y reconstruccion dindmica, que implica que
las conexiones sinapticas entre los miembros del ensamble son
flexibles aun incluso después de que se ha consolidado.

d) La persistencia dindmica, se refiere a que una vez formado
un ensamble, tendera a persistir en el tiempo por medio de la
reactivacion de su patron de actividad especifico.

e) El completamiento dindmico, considera que la activacion de
un subconjunto suficientemente grande de las células
nerviosas que componen un ensamble, es capaz de activar al
ensamble completo. Esto puede ocurrir también con las

secuencias de fase que se componen de distintos ensambles.

Con base en estos antecedentes tedricos, las neurociencias consideran que las
neuronas procesan la informacion traduciéndola a un lenguaje o codigo
neuronal producto de la actividad caracteristica de estas células. El codigo es
resultado de patrones de actividad de poblaciones de neuronas y constituye el
sustrato celular que representa la informacion que se recibe del entorno
(Guzowski, Knierim y Moser, 2004; Marr, 1971; Sakurai, 1999). Las neuronas

individuales, al poder formar parte de varios ensambles, solo codifican



informacion en la medida en que coordinan su actividad con aquella que se
genera en otras neuronas formando asi redes neuronales que representan la
informacion. El almacenamiento y la recuperacion de la informacion, implica la
repeticion de los patrones de actividad en neuronas especificas gracias a la

modificacion en los pesos de las sinapsis que conforman la red.

2. Mecanismos Basicos de las Redes Neuronales

Cajal fue el primero en sugerir que las terminales nerviosas podian tener
cambios en su conectividad como consecuencia de la actividad neuronal,
afirmando que tales cambios podian ser la base de la memoria. Para referirse a
estos y otros cambios en la configuracién y funcidon del sistema nervioso,
Sherrington acufid el concepto de plasticidad sinaptica (citado por Bailey y
Kandel, 1993). En la década de los 70s se descubrioé lo que se conoce como
potenciacion a largo plazo (o LTP por sus siglas en ingles). Es un incremento
sostenido en la eficacia de la transmisién sinaptica que ocurre después de
estimular una via aferente con estimulos de alta frecuencia (Bliss y Lomo en
1973). Este fendmeno plastico fue descrito en la via perforante, que conecta a
las células de la corteza entorrinal con las neuronas del giro dentado, ambas
estructuras de la formacion hipocampal (ver mas adelante la anatomia del

hipocampo).

Inicialmente Bliss y Lomo (1973) describieron que la LTP podia durar horas e
incluso dias, luego se descubrié que puede durar semanas y posiblemente
meses (Thompson y Best, 1990). La LTP ha sido propuesta como un modelo
celular para explicar los mecanismos que subyacen al aprendizaje y la
memoria, ya que es un ejemplo de como los ensambles pueden reproducir o
modificar patrones de actividad a largo plazo. Acorde con esto, es el hecho de
que la modificacion en la eficacia sinaptica es dependiente de la actividad y se
produce en un tiempo breve, lo cual no restringe que el cambio dure semanas o
meses. De igual forma, es un fendmeno bien localizado, ya que so6lo las

sinapsis activadas por la estimulacion muestran la potenciacion a largo plazo.



Ademas, puede ser un fendmeno asociativo, en el que la estimulacion
subumbral convergente de otras vias que proyectan a la misma célula que se
esta estimulando con alta frecuencia, es necesaria para facilitar la potenciacién
de la respuesta postsinaptica (Carlson, 2000). Este proceso es congruente con
el postulado hebbiano, el cual afirma que cuando las sinapsis débiles y fuertes
de una misma neurona son estimuladas aproximadamente al mismo tiempo, la
débil se fortalece (Hebb, 1949).

La LTP se produce por la activacion de los receptores a glutamato de tipo o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato
(NMDA), que permiten la entrada de Ca2+ y Na+ al interior de la célula. Se
requiere de la entrada de una fuerte cantidad de Caz+ para inducir LTP, por el
contrario la entrada de poco Ca2+ puede inducir una depresién a largo plazo
(LTD, un decremento prolongado en la respuesta postsinaptica). Tanto la LTP
como la LTD dependen de la frecuencia de estimulacion en la via presinaptica;
una estimulacién de alta frecuencia produce LTP, en cambio una de baja
frecuencia produce LTD (Bortolotto y Collingridge, 1993; Malenka y Nicolli,
1999). Ambos fendmenos son un ejemplo de cédmo las sinapsis modifican su

eficiencia y regulan la conduccién de la informacién a través de la red neuronal.

Los eventos moleculares que ocurren como consecuencia de la activacion de
receptores NMDA, dan lugar a cambios plasticos tempranos y tardios (Figura
2). Al activarse los receptores NMDA se permite la entrada de Ca2+, que
provoca la activacion de diferentes cinasas como la CaMKII, PKC, Tyrosina
cinasa etc. Al activarse éstas, fosforilan diferentes proteinas de membrana
entre las que se incluyen los mismos receptores AMPA y NMDA que cambian
sus caracteristicas funcionales y la eficiencia de la respuesta post-sinaptica
(Kandel, Schwartz y Jessell, 2001). Estos eventos dan lugar a las
modificaciones plasticas tempranas, ya que ocurren casi de inmediato y tienden
a ser transitorios. Los eventos plasticos tardios también son regulados por las
sefiales de calcio, pero implican la trascripcion de genes (Fields et al. 2005) y la
activacion de segundos mensajeros como el AMP ciclico. Este funciona como
un importante segundo mensajero, cuya actividad regula a otras cinasas que

regulan la trascripcion de genes mediante la activacion de factores de



trascripcion como CREB (Kandel et al. 2001). La importancia de la transcripcion
y traduccion de genes para los fendmenos plasticos se ha hecho patente desde
hace anos. Asi, se ha visto que la delecion del gen que codifica para la
produccion de CaM-KIl interfiere con el establecimiento de LTP en la regién
hipocampal de CA1 (Silva et al. 1992). Igualmente, el uso de oligos antisentido
que inhiben la traduccion del ARNm de un gen llamado Arc (del cual
hablaremos mas adelante) impiden el mantenimiento del LTP y afectan la
consolidacion de memorias espaciales (Guzowski et al. 2000; Bramham y
Messaoudi, 2005). Lo que ademas ha sido corroborado con el uso de un “knock
out” de Arc (Plath et al. 2005).
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Figura 2. Muestra los mecanismos moleculares por los cuales se produce y se mantiene la LTP a largo plazo, la
cascada de segundos mensajeros que inducen distintos cambios estructurales, entre los cuales se encuentra el
crecimiento de nuevos contactos sindpticos. Se observa la liberacidon del neurotransmisor, la activacién de los
receptores AMPA y NMDA, la entrada masiva de calcio, la activacion de proteinas cinasas, la transcripcion de genes
y la traduccidn de diversos factores de regulacion del crecimiento nervioso que pueden llevar, entre otras cosas, al
engrosamiento o desarrollo de nuevos botones sinapticos. El conjunto de estas reacciones moleculares en cadena,
son las responsables de que la LTP modifique el peso de las sinapsis y en consecuencia determine la facilitacion de
la conduccidn de la informacidn por rutas especificas de la red neural (modificado del Kandel et al. 2001).



La LTP y los mecanismos moleculares que implica resultan de gran relevancia
para la adquisicién de tareas conductuales. Se conoce que el condicionamiento
del reflejo corneal en los conejos, produce un incremento de la eficacia en la
transmision de las sinapsis entre la via perforante y las células granulares
(Weisz, Clark y Thompson, 1984). Morris, Anderson, Lynch y Baudry (1986),
demostraron que la administracién intraventricular del acido D-2-amino-5-
fosfopentanoico (AP5), un antagonista de los receptores NMDA capaz de
bloquear la LTP in vivo, imposibilita el aprendizaje espacial en el laberinto

acuatico de Morris.

3. El Hipocampo

El descubrimiento de la LTP descrito inicialmente por Bliss y Lomo (1973) se
hizo en la formacion hipocampal. La importancia de esta estructura para el
aprendizaje ha sido relacionada con la consolidacién de eventos recientemente
aprendidos desde hace mucho tiempo (Milner, 1966). El hipocampo recibe
informacion multimodal de la corteza cerebral a través de la corteza entorrinal,
la evidencia experimental apunta a que puede asociar, retener, amplificar y
consolidar dicha informacion (Holscher, 2003). EI hipocampo tiene conexiones
con la amigdala, el hipotalamo, el septum y los tubérculos mamilares
(Thompson y Kim, 1996). En la rata (Figura 3) la formacion hipocampal es una
estructura elongada, rostro-caudal en forma de “C” desde el nucleo septal
sobre y por debajo del diencéfalo, con su eje corriendo en direcciéon

septotemporal (Paxinos y Watson, 1997).
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Figura 3. Se muestra un corte horizontal de la formacidn hipocampal de la rata y sus divisiones. Se
distinguen el complejo subicular (subiculum, Su; presubiculum, PrS y parasubiculum, PaS), la corteza
entorrinal (CE), el hipocampo (CA1 y CA3) y el giro dentado (GD). Esquema modificado de Ottersen y
Storm-Mathisen (1989).

La conectividad de las estructuras del hipocampo forma un intracircuito. Se
inicia con la entrada de fibras por la via perforante, que va de la corteza
entorrinal hacia el giro dentado. Continua con el relevo en las células
piramidales de CA3 y de ahi, por las fibras recurrentes de Schaffer, hacia las
células piramidales de CA1, cuya salida es de nuevo via la corteza entorrinal
(Witter y Amaral, 2004).

En detalle (Figura 4), el intracircuito empieza con las fibras de la via perforante
que provienen de las células estrelladas y piramidales en las capas Il y IV,
respectivamente, de la corteza entorrinal medial y lateral. Pasan a través del
complejo subicular y de la fisura hipocampal, entran a las capas moleculares
del giro dentado (GD) y del CA3 terminando en los dos tercios externos. En las
células granulares forman sinapsis excitatorias sobre las espinas dendriticas,
constituyendo asi el primer relevo sinaptico (glutamatérgico) de la entrada de
informacion al circuito hipocampal. Las células granulares del GD envian sus
axones, llamadas fibras musgosas (FM), hacia la regién del hilus en las células
en cesta y células musgosas, que envian sefiales inhibitorias al propio giro
dentado. Después alcanzan el CA3, para hacer la mayoria de sus contactos

sinapticos con interneuronas inhibitorias y el resto en las excrecencias



torneadas de las dendritas apicales de las neuronas piramidales (Jaffe y
Gutiérrez, 2007).

Las neuronas de CA3, cuyos arboles dendriticos son mayores que los de CA1
(Ishizuka, Weber y Amaral, 1990), envian sus axones por dos vias: una hacia
afuera del hipocampo a través de la fimbria (fibras comisurales) y la otra que
forma la colateral mielinizada (colaterales de Schaffer) hacia la region CA1.
Para cerrar el circuito, las neuronas de CA1 envian proyecciones a las
neuronas piramidales del complejo subicular y a la parte profunda de la corteza
entorrinal. Existe una proyeccién principal desde el subiculum a las capas
profundas (V y VI) de la corteza entorrinal, que proyectan hacia las capas
superficiales (Il y Ill) que a su vez dan lugar a las fibras de la via perforante
(Amaral y Witter, 1989).

En el hipocampo las neuronas de proyeccion (Golgi tipo I) son las piramidales y
las células granulares localizadas en CA1, CA3 y area dentada. También
existen neuronas de proyeccion local (Golgi tipo Il), presentes en cada area y
en particular en la regién del hilus donde presentan diversidad de formas,
siendo especialmente abundantes las neuronas GABAérgicas (Amaral y Witter,
1989). La organizacion celular se da en capas laminares (strata) de fibras
aferentes, que establecen conexiones diversas que van de la parte externa a la
interna del hipocampo. Se denominan de la siguiente manera: el stratum
alveole (ALV), stratum oriens (OR) o capa polimorfa, stratum piramidale (P),
stratum radiatum (RAD) 6 capa radial y el stratum lacunosum moleculare (LAC-
MOL) (Amaral y Witter, 1989).

El principal tipo de neurona en el hipocampo es la piramidal, las cual tiene un
arbol dendritico basal que se extiende hacia el oriens y uno apical hacia el
lucidum (Amaral y Witter, 1995). En los strata radiatum y oriens, las colaterales
de Schaffer forman sinapsis “en passant” sobre las dendritas apicales de las
neuronas piramidales, pero también reciben fibras comisurales y de la via

perforante de la corteza entorrinal (ahora de las capas capas lll y V).
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Figura 4. Circuito del hipocampo del roedor. Se observa la entrada de axones (patron perforante)
provenientes de las células de la capa Il de la corteza entorrinal que conduce informacién sensorial
polimodal y hacen sinapsis excitatorias con las neuronas granulares del giro dentado. Los axones de las
células granulares (fibras musgosas) hacen sindpsis excitatorias en las dendritas apicales de las células
piramidales del CA3. Estas a su vez contactan con las piramidales del CA1 de manera ipsilateral a través
de las colaterales de Schaffer, o con el CA3 y CA1 contralateral a través de fibras comisurales. También
existe una entrada moduladora directa al CA3 proveniente de la capa Il de la corteza entorrinal. Las
dendritas apicales del CA1 también reciben entradas directas pero de la capa lll de la corteza entorrinal.
El esquema no muestra la gran variedad de neuronas inhibitorias en los diferentes campos. Esquema
modificado de Neves, Cooke y Bliss (2008).

En los registros de actividad de campo dentro del hipocampo, se han
observado fluctuaciones de corriente eléctrica ciclicas en un rango de baja
frecuencia denominada frecuencia theta (4-12 Hz). Este patron de actividad es
prominente en todos los mamiferos, incluyendo los seres humanos (Kahana et
al. 1999). En la rata este tipo de actividad se presenta durante diferentes
estados conductuales, como la exploracion, que incluye a la locomocién,
orientacion, erguimiento y olfateo (Green y Arduini, 1954), asi como durante el
suefo paradéjico (Monmaur, 1982).

4. Las Células de Lugar

En lo que respecta al presente trabajo, el circuito de la formacién hipocampal

es de suma importancia, ya que los registros electrofisiolégicos hechos en



células principales del hipocampo y areas adyacentes han mostrado que
realizan representaciones cognoscitivas del espacio. Esto se dedujo del
descubrimiento de lo que se denomind células de lugar. Son neuronas que
responden o presentan fuerte actividad electrofisiolégica en respuesta a un
lugar especifico en el espacio (Nadel y Eichenbaum 1999), fueron descritas y
caracterizadas electrofisiolégicamente por O’Keefe (1976). Dentro de sus
principales caracteristicas (O’Keefe y Nadel 1978) se encuentran las
siguientes:

1) Poseen un campo receptivo espacial, o campo de lugar (“place field’).-
este se define como la regidon espacial en donde una célula de lugar
incrementa notablemente su tasa de disparo (Figura 5).

2) Estabilidad del campo receptivo espacial.- se refiere a la capacidad que
tienen las células de lugar de mantener estable la tasa de disparo, en un
mismo campo receptivo espacial cuando el animal explora el mismo
ambiente.

3) Remapeo del campo receptivo espacial.- se refiere a la modificacion del
campo receptivo espacial como respuesta a la exploracion de un

ambiente diferente, novedoso o que ha sido modificado

significativamente.

Figura 5. Se muestran los campos receptivos espaciales de distintas neuronas en un ambiente de
exploracién. Cada cuadricula representa el ambiente de exploracion, el color que predomina en cada
uno representa el registro de la activacion de una célula de lugar, del color rojo, como la mayor
intensidad de disparo, hasta el azul oscuro, como la menor intensidad. Se puede observar que algunas
neuronas responden a todo el ambiente de exploracién, mientras que otras solo a una parte de este: a
una esquina, al centro, a la zona inferior, etc. (modificado de Knierim, 2004).

El descubrimiento de las células de lugar dio soporte empirico a la propuesta

tedrica de Tolman, la cual plasmaron O’Keefe y Nadel (1978) al sugerir como



las células de lugar en el hipocampo generan una representacién espacial de
nuestro entorno. Estas células se localizan principalmente en el hipocampo,
pero también se han observado respuestas semejantes en diversas regiones

como la corteza entorrinal y el subiculum, entre otras.

En la regién de CA1 en el hipocampo, aproximadamente 40% de las células
que se caracterizan como células complejas o células excitatorias responden o
presentan un campo receptivo espacial. Esto significa que 40% de las células
piramidales de CA1 responden a un lugar especifico en el espacio durante la
tarea exploratoria. Si se somete a un animal dos veces a un mismo ambiente
espacial, ese 40% de células en CA1 que se activa en lugares especificos en el
espacio, respondera de manera semejante en ambas ocasiones;
e A esto se le llama estabilidad de la red o estabilidad del mapa
cognoscitivo (Jeffery 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
respondiendo ante el segundo ambiente. Ademas de que apareceran muchas
células que responden soélo al segundo ambiente;
e Lo cual se conoce como re-mapeo de la red (‘re-mapping’) o re-
estructuracion del mapa cognoscitivo (Jeffery y Hayman, 2004; Muller,
1996).

Sin embargo, la actividad de las células de lugar nunca es totalmente idéntica,
aun cuando el animal recorre un mismo ambiente ya explorado previamente
siempre existe un grado de variabilidad en los campos receptivos de las células
de lugar. Por lo tanto, determinar la estabilidad o el remapeo de la red implica
un calculo probabilistico. Las células de lugar del hipocampo, otras de
“direccion de la cabeza” que presentan un disparo especifico a la posicion y los
giros de la cabeza del animal, asi como neuronas de regiones neocorticales
relacionadas, forman parte de un sistema de navegacion que integra la

informacion espacial (McNaughton et al. 1996).



Se piensa que la formacion hipocampal participa en la formacion de una
representacion interna abstracta del contexto en el que se encuentra el
individuo. Tal codificacion espacial, funciona como la referencia general interna
que permite al animal organizar su conducta de navegacion (McNaughton et al.
1996). Por consiguiente, podemos decir que las células de lugar realizan las

siguientes funciones principales:

I. Son parte del procesamiento de la informacién espacial.

[I. Constituyen el sustrato neuronal para el reconocimiento de un entorno
aprendido.

[ll. Se integran junto con la informacién motora para la ejecucién de una

conducta de navegacion eficiente.

De esta forma, el funcionamiento del hipocampo y las células de lugar que se
encuentran en éste, son un ejemplo de una red neuronal encargada de una
funcién cognoscitiva compleja bien delimitada. Alude a problemas de cémo el
sistema nervioso representa la informacion del entorno y reconoce un ambiente
particular. Cuestién importante si consideramos que lo aprendido es asociado
con el contexto espacial, de tal forma que el recuerdo de la conducta se ve
facilitado y es mas preciso cuando se evoca en el contexto en el que se
aprendi6 (Godden y Baddely, 1975).

4. La Codificacion del Contexto Espacial

Respecto a la forma en que se codifica el contexto espacial aun no es
totalmente claro como se realiza, pues se ha observado que se define
principalmente de acuerdo a diversas caracteristicas, entre las cuales se

encuentran las siguientes:

1) En términos de las pistas estaticas del fondo (O'Keefe y Dostrovsky,
1971).
2) Por la forma del ambiente (Leutgeb et al. 2007).



3) Por las demandas conductuales exigidas a los animales para conseguir
el refuerzo (Skaggs y McNaughton, 1998; Wood, Dudchenko, Robitsek y
Eichenbaum, 2000).

En un estudio reciente sobre la manera en que se codifica el contexto espacial
(Leutgeb et al. 2007), se utilizd6 una caja de exploracion a la cual se le iba
haciendo modificaciones en la forma de su perimetro. Desde una forma
totalmente cuadrada hasta wuna totalmente redonda, pasando por
modificaciones con las propiedades intermedias entre estas dos caracteristicas.
Se registré electrofisioldgicamente la actividad de células de lugar en la region
hipocampal de CA3. Se encontré que éstas disminuyen su tasa de disparo
paulatina y directamente proporcional a la magnitud de los cambios en el
ambiente. Una célula que dispara con alta frecuencia en el ambiente cuadrado,
reduce su tasa de disparo hasta quedar silente conforme el ambiente se va
haciendo redondo; y viceversa (Figura 6). Asi, parece que las células de CA3
codifican la informacion espacial y reconocen un ambiente como similar por la
forma del mismo; lo cual se observo por la correlacion entre la tasa de disparo
y la magnitud de los cambios detectados en el ambiente de exploracion.
Asimismo, discriminan un ambiente como novedoso reclutando un nuevo grupo
de células para representar las nuevas caracteristicas espaciales. Las células
del giro dentado, a diferencia de las de CA3, no modifican su tasa de disparo
de manera directamente proporcional a los cambios en el ambiente, sino que,
conforme el entorno cambia, responden generando nuevos campos de lugar
(Figura 6) (Leutgeb et al. 2007).
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Figura 6. En la parte superior, se muestra la variacién de la frecuencia de disparo de una neurona en el
area de CA3 del hipocampo. Se observa que mantiene su campo receptivo espacial pero disminuye la
magnitud de su respuesta directamente proporcional a los cambios en el ambiente de exploracién;
respondiendo mdaximamente al ambiente cuadrado y disminuyendo paulatinamente su tasa de disparo
conforme el ambiente se torna redondo. En la zona inferior, se muestra la variacion de la frecuencia de
disparo de una neurona en el drea del giro dentado. Notese como esta célula, a diferencia de la de CA3,
no varia su tasa de disparo, sino que modifica su campo receptivo espacial conforme el ambiente
cambia de forma (modificado de Leutgeb et al. 2007).

Por otro lado, una investigacién disefiada con un laberinto en cruz (Smith y
Mizumori, 2006) definié dos contextos no por un cambio en el ambiente sino
por la ubicacion del reforzador. Cada contexto requeria de los sujetos el
recuerdo de una ruta diferente en el mismo laberinto, para localizar el lugar
donde se encontraba el refuerzo. Por medio de una técnica electrofisioldgica,
se registraron neuronas del hipocampo mientras las ratas aprendieron a
localizar un reforzador (en este caso agua) en dos lugares diferentes del mismo
ambiente. Se hicieron registros comparando una sesion llamada de refuerzo al
azar, en la que se definid la linea base de actividad neuronal; y otra sesién
luego de que los animales alcanzaron un rendimiento asintético en el
entrenamiento, para dos recorridos definidos por la posicidon de inicio del
ensayo y el lugar donde estaba el reforzador. Las sesiones estaban
compuestas por dos bloques de ensayos, cada cual con solo uno de los
recorridos. Los bloques se espaciaban por un periodo de 30 seg. en el que se
sacaba al animal del laberinto y se lo colocaba en una plataforma en la
oscuridad, lo cual era sefal del cambio de recorrido. Se encontré que neuronas
que presentaban un campo de lugar estable para ambos bloques de ensayos
en la sesion de refuerzo al azar, modificaban sus campos de lugar segun el
animal tuviera que realizar uno u otro de los dos recorridos luego del

entrenamiento (Figura 7).

Asi, las neuronas piramidales del hipocampo desarrollaron un patron de
encendido espacial altamente diferenciado para los dos contextos (Smith y
Mizumori, 2006). Tanto la direccion de viaje y el camino especifico seguido por
las ratas mostraron tener una influencia sobre el disparo espacial de las
neuronas del hipocampo. Por tanto, estas neuronas exhiben un disparo
especifico al contexto espacial dependiendo de las demandas conductuales
que los animales tiene que ejecutar para conseguir el refuerzo. Esto resulta

acorde con otros descubrimientos, que han mostrado que una recompensa



puede servir como una pista saliente de orientacion particular. Por lo cual
mover el lugar donde se halla el refuerzo provoca que los campos de lugar se
modifiquen, de acuerdo a la nueva posicion donde se halla la recompensa
(Kobayashi, Tran, Nishijo, Ono y Matsumoto, 2003)

Ejecucion asintdtica
Contexto A Contexto B

Reforzamiente al azar
Blogue 1 Blogue 2

Figura 7. A y B ilustra el patron de encendido de dos neuronas registradas durante la primera y la
segunda mitad de la sesidn de refuerzo al azar. (Bloque 1y Bloque 2). Para cada ensayo, el refuerzo se
coloco al final de los brazos designados al azar y la rata comenzd el recorrido en uno de los tres brazos
no reforzados. De C a F se ilustran los patrones de encendido especificos al contexto, de las neuronas
registrada durante la ejecucidn asintética luego del entrenamiento. Se observa el disparo neuronal
durante la primera mitad de la sesién (contexto A), cuando la recompensa estaba siempre colocada en
el brazo este, asi como durante la segunda mitad (contexto B), cuando la recompensa estaba siempre
colocada en el brazo oeste. Nétese que los patrones de encendido fueron similares en los dos bloques
de ensayos de la sesidén de refuerzo al azar (A, B), pero fueron marcadamente diferentes en los dos
bloques de ensayos (contextos) durante la ejecucion asintdtica (C-F) (modificado de Smith y Mizumori,
2006)

Considerando las anteriores investigaciones, es preciso distinguir dos aspectos

de la codificacién de la informacion espacial:

I. El ambiente de exploracién, que constituye las caracteristicas fisicas del

lugar donde el animal explora. Tanto las caracteristicas internas



referidas al area donde el animal puede explorar, como las externas o
distales que alcanza a percibir

El contexto espacial, que es la codificacion o representacion del
ambiente de exploracién de acuerdo a las demandas conductuales que

el animal tiene que ejecutar para conseguir un refuerzo.

El hipocampo representa el entorno tanto por las pistas en el ambiente como

por las demandas conductuales de la tarea (O'Keefe y Dostrovsky, 1971; Smith

y Mizumori, 2006). La manera en como lo hace permanece aun poco conocida,

justamente por ello nuestro trabajo pretende colaborar para aportar evidencia al

respecto. Si embargo, se han propuesto algunas nociones de cémo el

hipocampo procesa el contexto espacial:

Comparando los patrones de actividad neuronal generados por la
informacion entrante, con los producidos y almacenados por
experiencias anteriores. Cuando el patron generado por la informacién
entrante es muy similar al que ya se tiene previamente, entonces el
sistema completa las diferencias y reconoce la informacion como ya
almacenada; cuando la informacion entrante es significativamente
distinta, entonces el sistema separa los patrones y discrimina la
informacion como diferente o novedosa (Marr, 1971).

Se ha supuesto que los ensambles de CA3 cambian bajo las mismas
circunstancias, de una modalidad que se especializa en completar
patrones a una modalidad de separacion conforme el ambiente se va
transformando de una forma a otra (Guzowski et al. 2004). Sin
embargo, existe evidencia contradictoria pues se ha visto que un cambio
en las pistas distales a veces es suficiente para inducir un patréon de

separacion y a veces no.

5. El Mapeo de la Actividad de Poblaciones Neuronales; CatFISH

Aunque los estudios con técnicas electrofisiolégicas han aportado evidencia

relevante de como el hipocampo procesa la informacion (Leutgeb et al. 2007;

Skaggs y McNaughton, 1998; Smith y Mizumori, 2006), es preciso

complementar los datos aportados valiéndonos de técnicas que mapeen la



actividad de poblaciones neuronales mas amplias. Las técnicas
electrofisiologicas, aunque tienen la ventaja de identificar unidades celulares
con la mejor resolucion temporal, hacen muy dificil registros de grandes
poblaciones de neuronas. Recientemente se ha desarrollado un método de
imagenologia denominado catFISH, o analisis compartamental de la actividad
neuronal temporal basado en hibridacién in situ e inmunohistoquimica
fluorescente (Guzowski et al. 1999; Petrovich, Holland y Gallagher, 2004;
Ramirez-Amaya et al. 2005; Vazdarjanova, McNaughton, Barnes, Worley y
Guzowski, 2002).

La identificacion del gen de expresion inmediata Arc o Arg 3.1 (Lyford et al.
1995; Link et al. 1995) permitié el desarrollo de catFISH (Guzowski et al. 1999).
Arc es un gen con caracteristicas muy peculiares. De ellas, lo importante para
catFISH es que se expresa rapidamente a consecuencia de fuerte actividad
neuronal (Lyford et al. 1995; Link et al. 1995). De tal forma que 5 minutos
después de la actividad podemos ver acumulacion del transcrito en el nucleo
como dos puntos que representan los dos alelos del gen, luego tarda entre 20
y 30 min para translocarse y se puede ver en el citoplasma rodeando al nucleo
de la célula (Figura 8). A consecuencia de estimulacion maxima, como choques
electroconvulsivos, se ha observado la expresion de Arc en practicamente todo
el cerebro, lo que en principio sugiere se puede realizar un mapeo de la
actividad neuronal de todo el encéfalo. Esto permite comparar la actividad
particular de distintas estructuras cerebrales activadas por un mismo evento de
estimulacién (Burke et al, 2005). Estas caracteristicas permiten identificar
grupos de células activadas por un evento inmediato, cuando Arc se localiza en
el nucleo (Figura 8a) y células activadas por un evento que ocurrio 30 min.
antes, cuando se ve Arc en el citoplasma (Figura 8b). Las células que
presentan Arc tanto en el nucleo como en el citoplasma (Figura 8c) habran sido

activadas por ambos eventos.



Figura 8. Hibridacidn in situ fluorescente para Arc (en Rojo) y Homerla (en Verde), el nucleo de las
células estd tefiido con DAPI (Azul). La presencia de Arc en el nucleo (a) se debe a expresidn inducida
aproximadamente 5 min. antes de colectar el tejido, mientras que la presencia de Arc en el citoplasma
(b) se debe a actividad que ocurrié 30 min. antes. La co-localizacidn de Arc en el ntcleo y el citoplasma
(c), u Homer 1a junto con Arc en el ntcleo (d) se debe a que la célula se activé en ambas ocasiones; esto
se debe a que el tiempo de transcripcion de Homer 1a dura aproximadamente el mismo tiempo en que
el transcrito de Arc tarda en llegar al citoplasma (modificado de Guzowski et al. 1999).

La misma proporcién de células que presentan actividad electrofisiolégica de
células de lugar en un ambiente determinado, expresa Arc en las mismas
condiciones conductuales (Barnes, McNaughton, Mizumori, Leonard y Lin,
1990; McNaughton et al. 1994; Qin, McNaughton, Skaggs y Barnes, 1997).
Esto es, 40% de las células en CA1, 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). El método de catFISH utiliza microscopia confocal
para la obtencién 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. Gracias a ello, es posible realizar una cuantificacion precisa
de las células que expresan los genes minimizando errores o problemas
estereoldgicos. 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; o el grado de re-mapeo, en 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) (Figura 9).
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Figura 9. En la parte superior se observan conjuntos de células que responden de manera independiente
a dos eventos de exploracion diferentes (re-mapeo de la red). En la parte inferior se representa al
conjunto de células que responde de manera estable a dos eventos de exploracidn semejantes
(estabilidad de la red). Las células con marca dentro del nicleo 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 ambos
eventos.

6. CatFISH y el Mapeo de la Codificacion del Contexto Espacial .

En un estudio que utilizé CatFISH para mapear la actividad neuronal, se
sometid a ratas a dos exploraciones espaciales, de tal marea que entre la
primera y segunda exploracion se modificaban distintas caracteristicas internas
o externas del ambiente de exploracién (Vazdarjanova y Guzowski, 2004).
Todos los animales fueron expuestos al mismo ambiente en la primera
exploracién, el cual era una caja cuadrada con 5 objetos redondos en
posiciones especificas y una pista visual externa de la habitacién. El ambiente
de la segunda exploracion fue el mismo para un grupo, mientras que para otros
grupos variaba. Desde ambientes relativamente similares al primero, hasta uno
drasticamente distinto segun las siguientes modificaciones: cambio de los
objetos internos, variacién del acomodo de los objetos internos, variacion de las

pistas externas y variacion a la vez de pistas externas e internas (Figura 10).
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Figura 10.- Del lado izquierdo, en a, se muestra el tiempo que durd cada exploracion y el tiempo de
reposo entre ambas. En b, se muestra en imagen el primer ambiente de exploracién y esquemas de los
ambientes utilizados en la segunda exploracién para los distintos grupos: el “A”, que no presentaba
ninguna modificacion; el “A(obj)”, en el que variaba la forma de los objetos internos; “A(conf)”, variacidn
del acomodo de los objetos internos; “A(B)” modificacion del ambiente externo; y por ultimo, “B(B),
variacion de ambiente interno y externo. En el lado derecho una grafica que muestra la comparacién de
los puntajes de similitud entre CA1 y CA3, un indice que indica qué tanto la red presenta estabilidad o
remapeo (el valor de 1 indica el mayor grado de estabilidad de la red y un puntaje de 0 el mayor grado
de remapeo). Parece que CA3 separa mejor cuando los ambientes son drasticamente distintos, en
cambio CA1 genera remapeos parciales que parecen codificar las diferencias sutiles entre los ambientes
de exploracion (modificado de Vazdarjanova y Guzowski, 2004).

Los resultados obtenidos en poblaciones de neuronas del hipocampo,
demostraron que estas participan en la discriminacién de las caracteristicas de
los dos entornos. Las mismas células que responden a la primera exploracion
responden a la segunda si se trata del mismo ambiente (estabilidad de la red),
mientras que si el ambiente cambia otro grupo de células es el que responde
(remapeo de la red). También se encontré que CA3 establece un remapeo mas
notable que el que establece CA1 cuando las condiciones en el ambiente
varian drasticamente (cuando se cambiaban las pistas internas y externas).
CA1 parece discriminar mejor cuando los cambios en el ambiente son menos

drasticos (Vazdarjanova y Guzowski, 2004) (Figura 10).



En otro estudio similar (Burke et al. 2005), sometieron a un grupo de ratas a
dos exploraciones con un mismo recorrido espacial pero en dos ambientes
diferentes. El ambiente era una misma caja de forma rectangular, pero en una
habitacion para la primera exploracion y en otra habitacién para la segunda. A
otro grupo se les someti6 igual a dos exploraciones en la misma caja, pero en
una direccion de recorrido para la primera exploracion y en la direccion inversa
para la segunda (Figura 11). Se evalud la actividad de las siguientes regiones
del cerebro: la region de CA1 en el hipocampo, la corteza parietal posterior y la
corteza gustativa. Se observaron diferencias entre las distintas regiones, por
medio de un indice que permite cuantificar el grado de estabilidad y remapeo
de la red (indice de similitud). Los resultados (Figura 11) mostraron que el area
de CA1 discrimina mejor en las dos condiciones experimentales en
comparacion con las otras estructuras evaluadas. A su vez, las capas
superficiales de la corteza parietal y de la corteza gustativa discriminan ambas
condiciones experimentales, a diferencia de sus homodlogas superficiales que
no lo hacen. Excepto la capa profunda de la corteza parietal, que discrimina
igual que la superficial solo en lo que se refiere a la condicion de mismo
contexto-diferente recorrido (Burke et al. 2005). Esta investigacion resulta
relevante para nuestro trabajo, pues evalué la respuesta del hipocampo cuando
el ambiente se mantienen estable pero cambia la ejecucidén conductual que el
animal tiene que realizar para conseguir el refuerzo. No obstante, puesto que
se realizd con una caja de exploracion el recorrido exigido a los animales era
relativamente simple. Se sabe que la respuesta de las células de lugar en
contextos de este tipo, relativamente sencillos, tiende a ser unidireccional
(O’Keefe, 1999).
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Figura 11. En el recuadro de la izquierda se muestra el disefio conductual de los dos grupos. En A al que
se le introdujo al mismo ambiente de exploracion en ambas ocasiones, pero con una direccion de
recorrido para la primera y la direccién inversa para la segunda; en B al que se le sometié al mismo
recorrido para ambas exploraciones pero en dos habitaciones diferentes. A la derecha, la comparacién
de los puntajes de similitud entre las distintas estructuras neuronales. Se observa que el drea de CAl
discrimina mejor en las dos condiciones experimentales en comparacién con las otras estructuras
evaluadas. A su vez, las capas superficiales de la corteza parietal y de la corteza gustativa discriminan
ambas condiciones experimentales, a diferencia de sus homologas superficiales que no lo hacen;
excepto la capa profunda de la corteza parietal, que discrimina igual que la superficial solo en lo que se
refiere a la condicién de mismo contexto-diferente recorrido (modificado de Burke et al. 2005).

7. El Laberinto Radial y la Codificacion del Contexto Espacial

Tomando en cuenta que el trabajo de Smith y Mizumori (2006) se realizé con
un laberinto en cruz, parece valido suponer que los laberintos son instrumentos
mas aptos para establecer modelos conductuales que impliquen las demandas
de la tarea como parte central de la codificacion del contexto. Un tipo de estos
laberintos es el laberinto radial. Es un dispositivo que consiste en un circulo o
base central rodeado (o radiado) de multiples brazos (hay de 3, 5, 8, etc.) o

pasillos (Figura 12).

En el contexto del aprendizaje de discriminacion con este laberinto, se han

disefiado tareas en los que se entrena a ratas a discriminar entre distintos



recorridos, valiéndose de estimulos que indican al animal cuales son los brazos
donde se halla el reforzador (el cual es, por lo regular, comida o agua).

En un experimento (McDonald y White, 1993), se entren6 a ratas para que
aprendieran una asociacién entre un estimulo particular (en este caso luz) y
una respuesta motora (recorrido por pasillos especificos) que fue
repetidamente reforzada con comida. Se encontré6 que este tipo de tarea
requiere de un aprendizaje estimulo respuesta y se ha visto que la eficacia de
la ejecucion es dependiente del estriado dorsal, pero no de la amigdala o del
hipocampo (McDonald y White, 1993). Asi mismo, se ha demostrado que las
ratas entrenadas en un ambiente adquieren incidentalmente una asociacién
inhibitoria especifica al contexto. Si se les ensena a recorrer los brazos que
estan alumbrados, es muy dificil que en el mismo ambiente los animales logren
revertir lo aprendido y ahora vayan a los brazos no alumbrados, aunque ahora
sean estos los que se refuercen (McDonald, Ko, Hong, 2002). Esta asociacién
inhibitoria no es necesaria para el aprendizaje de discriminacioén visual, pero es
un factor poderoso de inhibicién para el aprendizaje reversivo en el contexto de
entrenamiento original. Un dato importante es el hecho de que las ratas con
lesiones en el hipocampo no adquieren la asociacién inhibitoria especifica al
contexto (McDonald et al. 2006).
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Figura 12. Imagen del laberinto radial usado en nuestro estudio. Se puede observar el sistema de
puertas tipo guillotina conectadas a un sistema de amarres, por el cual se pueden abrir o cerrar para
permitir el acceso a todos o a cualquiera de los 8 pasillos sin que el investigador tenga la necesidad de
estar presente en la habitacidon. En el fondo de la imagen se pueden ver dos de los carteles que
funcionan como pistas espaciales externas, que resultan, dada la homogeneidad del interior del



laberinto, los principales rasgos en el entorno que suministran informacién para que los animales se
orienten en el conjunto de pasillos del laberinto.

El laberinto radial es un instrumento que permite disefar distintas tareas de
discriminacioén, en las que el contexto puede variar no solo si se modifican las
pistas espaciales sino también de acuerdo a las demandas de la tarea. Sin
embargo, en los estudios citados en los ultimos parrafos (McDonald et al. 2002;
McDonald et al. 2006) se valieron de técnicas de lesiones para explorar el
procesamiento que llevan a cabo las estructuras neuronales. Esto tiene la
desventaja de obtener informacion de manera indirecta (ya que a partir del
dano y los efectos conductuales se infiere la funcion de la estructura neuronal)

y no existe la una resolucion anatomica celular.

Tomando en cuenta esta limitacion, nuestro trabajo pretende resolverla de la

siguiente manera:

1) Aprovechando las posibilidades que ofrece el laberinto radial para
disefar tareas de discriminacién, que involucren estimulos discretos que
sirvan de sefal a los animales para ejecutar un recorrido reforzado.

2) Evitando las desventajas que conllevan las técnicas de lesion con
ayuda de catFISH, que permite estudiar con muy buena resolucion
anatémica los grupos de neuronas que codifican la informacién del

contexto espacial.

Asi, pretendemos estudiar la manera en que los sistemas celulares en el
hipocampo procesan los cambios en el contexto de acuerdo a las demandas de
la tarea, cuando el ambiente se mantiene inalterado. Lo cual permitira aportar
evidencia de como los ensambles neuronales reconocen y discriminan un

contexto como familiar o novedoso.

A su vez establecer un modelo conductual adecuado junto con una técnica de
mapeo celular precisa, podria permitir el estudio a largo plazo diversas

propiedades de los ensambles celulares. Por ejemplo, la propiedad de



completamiento dinamico (Sakurai, 1999) en la que la activacion de un
subconjunto del ensamble puede ser suficiente para activar a todo el ensamble.
Si logramos que los animales asocien un recorrido con un tono especifico,
luego del entrenamiento la presentacion del tono puede ser suficiente para

evocar la activacion del ensamble completo que representa el recorrido.



HIPOTESIS

Si la construccion de una representacion neuronal del contexto espacial en el
hipocampo integra la informacién conductual, esperamos que las poblaciones
neuronales de CAl y CAS3 codifiquen cada uno de los dos programas de
reforzamiento, aun cuando ambos se den en el mismo ambiente de

exploracion.

OBJETIVOS

General:

Estudiar la actividad neuronal del hipocampo para discriminar entre diferentes

programas de reforzamiento en un mismo ambiente espacial.

Particulares:

1.- Desarrollar una tarea de discriminacion en el laberinto radial de 8 brazos, en
la que las ratas aprendan a distinguir entre dos programas de reforzamiento

ubicados bajo un mismo ambiente de exploracion.

2.- Mediante el uso de CatFISH, identificar los grupos de células nerviosas que
responden a cada una de los recorridos, en las regiones neuronales de CAly

CAS3 del hipocampo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Habiendo establecido un entrenamiento para la discriminacion de dos
programas de reforzamiento en un mismo laberinto radial bajo el mismo
ambiente espacial ¢Cdmo codificaran las estructuras del hipocampo, en esta
caso CAl y CAS, la discriminacion entre los dos programas de reforzamiento

inducida por el entrenamiento conductual?



ANIMALES, MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron seis ratas macho con tres meses de edad de la cepa Wistar,
confinados individualmente con agua libremente disponible y alimento
restringido (de tal forma que se mantuvieran al 90% de su peso inicial). Los
grupos de discriminacién (A-B) y de reconocimiento (A-A) se conformaron por
dos animales cada uno. Para la condicion de control experimental y control-

control se utilizé un individuo para cada una.

A) Aparato de Entrenamiento Conductual.

El dispositivo de prueba es un laberinto radial de ocho brazos, cada uno de los
cuales tiene un largo de 70 cm. con paredes de acrilico de una altura de 20 cm.
elevado sobre el piso por 90 cm. con un centro de 30cm de diametro y un

sistema de puertas de acrilico tipo guillotina.

B) Aparato de Registro y Datos Conductuales de Interés.

Para el analisis del comportamiento y su progresion en la consolidacién del
aprendizaje, se utilizé un sistema de video grabacion a color en tiempo real
(SMART). Este puede aportar datos de la velocidad del recorrido y de su
graduacion en el tiempo, es decir, si pasa de rapido a lento o viceversa, en que
zona del laberinto se efectua y otros caracteres (como el erguimiento, giros a la
derecha, a la izquierda, giros de 180% etc.) que permiten hacer una
caracterizacion conductual precisa del proceso de aprendizaje. Se realizé un
registro cuantitativo del tiempo en que los animales obtuvieron los tres
reforzadores en cada ensayo, asi como de los errores (entradas a brazos no
reforzados) que cometieron a lo largo de los dias de entrenamiento. Ademas,
se grabaron en dvd todas las sesiones, para tener la posibilidad de a futuro
registrar otras caracteristicas del entrenamiento que hayan pasado inadvertidas

o no hayan sido consideradas de interés en el registro inicial.



Programas de Reforzamiento.

A.- Emisién de un tono de 2000 Hz. asociado a la presencia del reforzador
(que consiste en V2 de dona de cereal fruitloop®) en los brazos 1, 4 y 6 del
laberinto radial.

B.- Emision de un tono de 500 Hz. asociado a la presencia del reforzador en

los brazos 3, 5 y 8 del laberinto radial.

C) Procedimiento general de la sesion de entrenamiento.

Puesto que la tarea de discriminaciéon es compleja, el entrenamiento se realizd
por aproximaciones sucesivas, en las que los animales adquirieron
progresivamente el aprendizaje necesario para discriminar los dos programas
de reforzamiento. Todas las fases o aproximaciones del entrenamiento se
basan en un procedimiento elemental del ensayo, al que se le afadieron o
quitaron ciertas partes (las cuales se especificaran abajo) segun fue avanzando
el experimento. Una sesion de entrenamiento consistié en la repeticion de
varios ensayos. La cantidad de ensayos por sesion, asi como el orden en que
se presentaron el programa A o B de reforzamiento en los bloques por sesién,
se especifica mas adelante segun la etapa del entrenamiento. El procedimiento

general de la sesion fue el siguiente:

Se lleva a cada rata desde el cuarto de alojamiento hasta el cuarto de prueba y
se introduce en el centro del laberinto cuando éste tiene las puertas cerradas.
Se suena el tono e inmediatamente después se abren las puertas al tiempo que
se activa el programa de registro (SMART). El ensayo termina cuando la rata
obtuvo los tres reforzadores de los brazos en que se encontraron, momento en
el cual se detiene el programa de registro. El registro en video se para hasta
que el animal llega al centro del laberinto. Sin sacar a la rata del centro, se
pone reforzador en los brazos que corresponda se vuelve a sonar el tono y se
abren las puertas; asi sucesivamente cuatro veces, lo que se considera un

bloque de ensayos. Una vez dado el bloque, se saca al animal y se lo lleva a su



caja en la habitacion de alojamiento. Entre cada individuo, se limpia la

superficie del laberinto con una solucién de agua con acido acético al 4%.

D) Aproximaciones del Entrenamiento Conductual.

1.- Manipulacion previa.
Las ratas se manipularon diariamente por 6 dias antes de someterlas al
entrenamiento conductual. La manipulacion consiste en tomar al animal,
envolverlo en una toalla blanca seca y acariciarlo por un intervalo de
aproximadamente 5 minutos. El objeto de esta manipulacibn es que se
acostumbren al contacto con el investigador, o que ayuda a reducir el estrés y
disminuir la expresion del gen Arc asociada al contacto del animal con el

investigador.

2.- Sesion de reconocimiento.
La primera fase del entrenamiento consistié en introducir a las ratas en el
laberinto radial habiendo puesto comida y permitido la entrada a todos los
brazos. Con el objeto de que exploraran y reconocieran el ambiente, la
disponibilidad del reforzador y a comer de los lugares donde se encontraba.
Esto se hizo por cinco dias consecutivos y cada dia se hicieron dos bloques de
entrenamiento para cada animal, tal como se explicé arriba. Se llevé a cabo

una sesion por la manana y otra por la tarde con las mismas caracteristicas.

3.- Sesion forzada de condicionamiento.
Se colocé alimento solo en los brazos que corresponden con el tono que se
presentd (segun los programas de reforzamiento mencionados). La
particularidad aqui es que cuando se abrieron las puertas del centro del
laberinto, solo estuvieron abiertas aquellas que tenian reforzador, de tal
manera que se forzd a los animales para aprender el recorrido correcto del
programa. La sesién de entrenamiento constd de un bloque diario para cada

programa por 6 dias.

4 .- Sesion libre de condicionamiento.



Aqui igual que en la sesion forzada solo se puso reforzador en los brazos
designados por los programas de reforzamiento, solo que ahora se abrieron
todas las puertas permitiendo el acceso a los ocho brazos del laberinto. La
sesidn de entrenamiento consté de un bloque de ensayos para cada programa

diariamente por 20 dias; aplicando primero el programa Ay luego el B.

5.- Sesion de cambio de turno para el programa de reforzamiento.
En esta fase se cambié el momento de exposicion a los programas de
reforzamiento, si primero se les daba un bloque con el programa A y luego un
bloque con el programa B, ahora se les invirtié el orden, primero dandoles el B
y luego el A. La sesion de entrenamiento consto de un bloque de ensayos para

cada programa diariamente por 6 dias.

6.- Sesion de condicionamiento al azar.
Se sometid a los animales a presentaciones de un bloque para cada uno de los
programas, seleccionando al azar el orden de sucesién de uno y otro (A-A, A-
B, B-A, B-B) a lo largo de 8 dias. con el propésito de que consoliden la
asociacion entre el recorrido y el tono, sin importar el orden de sucesion dado
en dias previos. Aunque se variaron al azar la presentacién de los programas,
cada bloque estaba constituido, como se venia haciendo, por ensayos con un

solo programa.

7.- Sesion de prueba.
Se realizé una ultima sesion presentando dos bloques de ensayos (cada uno
con un solo programa de reforzamiento), dejando al animal en su caja-
habitacion entre ambos por un periodo de 25 min. De tal forma que existiese el
suficiente tiempo para que el ARNm de Arc pudiera trasladarse al citoplasma.
Se les presentd a los animales los programas de reforzamiento divididos en
dos grupos: grupo de reconocimiento (sucesion A-A) y grupo de discriminacion

(sucesion A-B).

E) Disefio de los Grupos:

Control-control No entrenado y sacrificado sin exploracién (n=1).



Control-experimental Entrenado y sacrificado sin exploracion (n=1).

Reconocimiento A-A Exploracion sucesiva con el programa A (n=2).

Discriminacion A-B Exploraciéon programa A seguida por programa B
(n=2).

F) Blogueo de cerebros y crioseccion.

Después del bloque de ensayos con el segundo programa de reforzamiento, se
sacrificd inmediatamente a los animales por decapitacién. Los cerebros se
extrajeron rapidamente (en aproximadamente 2 min) y se congelaron en una
solucién de isopentano colocada en un bafio Maria de etanol y hielo seco. Los
cerebros se cortaron a la mitad por la linea media sagital, se cortaron a la altura
del cerebelo y asi mismo se removio la region frontal. Cada hemisferio se
colocé en un molde de plastico, donde los hemisferios izquierdos de los
animales de todos los grupos fueron incluidos para ser bloqueados con OCT.
Los bloques luego se cortaron en un criéstato a -18°C en secciones de 20 um.
de grosor y montados en laminillas Super Frost (VWR). Las laminillas con las
secciones de cerebro se almacenaron a -70-C hasta que fueron procesadas

para la hibridacion in situ del gen Arc.

G)Hibridacion in-situ con fluorescencia (FISH).

Se seleccionaron cortes de la porcion medial del hipocampo, se les aplicé un
procedimiento de hibridacion in situ para detectar el ARNm de Arc
(Vazdarjanova y Guzowski, 2004). Este proces6 constd, a groso modo, de los
siguientes pasos: se fija y se trata el tejido con acetona, metanol y acético
anhidrido. Después de un paso de prehibridaciéon, se hibridiza con una sonda
de ARN antisentido para el ARNm de Arc (100ng/laminilla) marcada con
digoxigenina. Las sondas se diluyen en buffer de hibridacion (Sigma. St Louis

MO) y se mantienen durante 16-18 hrs. a una temperatura de 56 °C. Después



de la hibridacion se realizan una serie de enjuagues incluyendo un paso en el
que se aplica ARNasa A, para destruir la sonda y el ARN no hibridizado. Luego
la sonda hibridizada se detecta mediante un procedimiento de
inmunohistoquimica en el que los tejidos se incuban a 4 °C por 2 hrs. con
anticuerpos anti-digoxigenina y anti-fluoresceina (se realizan en secuencia)
conjugados con peroxidasa (Roche Products, Hertfordshire, UK). Estos
anticuerpos se revelan con el sistema de amplificacion TSA usando Cy3. El

nucleo se tind con DAPI.

H) Adquisicion de imagenes (microscopia confocal).

Se realizaron apilados de imagenes en el plano Z mediante el uso de un
microscopio confocal modelo Zeiss LSM 510 NLO-meta equipado con 4
laseres. Utilizamos un laser multifotonico entonado a 730 nm. y un laser de
helio/nedon de 543 nm. Los parametros de intensidad y contraste se
establecieron usando secciones laminares tomadas de una rata del grupo
control y se mantuvieron constantes en el resto de las secciones de cada
laminilla. Se adquirieron 6 imagenes de cada una de las regiones hipocampales
de CA1 y CA3. Los bloques en el plano Z se fotografiaron con un objetivo de

40x el cual abarca un grosor de mas o menos 20 um.

I) Analisis de las imagenes y conteo celular.

El conteo se realiz6 en ciego, pues se cuantific las células activadas sin saber
en qué orden estaban acomodados los cerebros en las laminillas. Se tomaron
en cuenta, del total de planos obtenidos para cada imagen, solo los planos
utiles, de los cuales se descartan los que se localizan en los limites superior e
inferior del apilado que no tuvieran una buena resolucion. Luego se divide entre
dos el numero de planos utiles para obtener el plano medio, a partir del cual
solo se consideran tres planos por encima y por debajo para el conteo. Esto
con el objeto de que las células detectables se incluyan en la mayor cantidad

de planos posibles y asi se logre discernir con mayor fiabilidad si contienen o



no la tincion que se busca detectar. Los criterios estandares (que es preciso
decir se calculan visualmente) para considerar una tincion como marca de

actividad son los siguientes:

Arc Citoplasmico.- Tincién alrededor del 60% del nucleo.
Arc Nuclear.- Tincion en los dos alelos del gen por al menos 4 planos.
Arc Ambos.- Cuando se cumplen juntos los dos criterios mencionados.

Arc negativo.-Sin ninguna de los anteriores criterios.

De esta manera, los resultados pueden expresar el porcentaje de células
activadas en determinado lapso temporal (de acuerdo al compartimento donde
se halla la tincion), con relacion al total de nucleos neuronales analizados por
apilado de imagenes.

J) Analisis estadistico.

En cuanto a los resultados de la ejecucion conductual en el laberinto radial, se
cuantificaron la velocidad y los errores dados a lo largo de los dias, los cuales
se analizaron mediante un ANOVA de medidas repetidas. También se
realizaron pruebas estadisticas de chi cuadrada para evaluar el progreso
general de la adquisicion del aprendizaje, comparando el rendimiento a lo largo

de distintas semanas y en distintas fases de la adquisicion de la tarea.

Para evaluar la expresion de Arc, se obtuvo la proporcion de células que
expresaron la tincion del ARNm del gen por condicién experimental y se
compararon estos datos entre los diferentes grupos utilizando ANOVA de una
via; la cual mide si hay o no diferencias significativas entre todos los grupos. Se
utilizé la prueba de Bonferroni como poshoc para ver entre cuales grupos
existian diferencias significativas. Para evaluar las diferencias de las
estructuras neuronales, en cuanto a las capacidades para discriminar entre los
dos programas, se utilizé el calculo de un indice de similitud (Vazdarjanova y
Guzowski, 2004). Este arroja un valor de la proporcion en que se halla la tincién
en los diversos compartimentos celulares (tincién nuclear, citoplasmatica y

ambas a la vez), con relacion al total de células contadas por estructura neural.



Este valor es, por tanto, un indice de la estabilidad o el remapeo de la red que

luego puede ser comparado entre las distintas estructuras.



RESULTADOS

1. Del entrenamiento conductual

En lo que respecta al promedio de errores (Figuras 13 y 14), la prueba de
ANOVA de medidas repetidas mostré una reduccién significativa a lo largo del
entrenamiento durante la fase de condicionamiento libre, tanto para el
programa de reforzamiento A como para el programa de reforzamiento B
(F=8.600, p<.0001 y F =16.859, p<.0001, respectivamente, todos con 4gl). Esta
reduccion de los errores representa un indice de la mejora en la adquisicion de
la tarea y la consecuente discriminacion de los recorridos en el laberinto. En la
Figura 13, donde se observa el promedio de errores por todas las ratas
cometidos para el programa A de reforzamiento, se puede observar que en el
dia 20 se da un pico que sefiala un incremento significativo (p<.0001 en la
prueba poshoc de Bonferroni) de la cantidad de errores. Este dia se inicio la
fase de cambio de turno, en la cual se realizo una inversion de la presentacion

de los programas de reforzamiento.
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Figura 13. Muestra el promedio de errores por todas las ratas a lo largo del entrenamiento. Se sefialan
los dias en que se modificé el entrenamiento. El dia 20 corresponde al implemento de la fase de cambio
de turno, en la que invirtié la presentacién de los programas de A-B a B-A; para el dia 27 se inicid la fase
de presentacion al azar y se observa un incremento en los errores que es significativamente menor al



del dia 20; en el dia 32, se aplicaron los dos programas seguidos sin el tiempo habitual de reposo, se
nota un incremento significativo de errores que es menor al del dia 20 y mayor que el del dia 27.

En la Figura 14 se muestra el promedio de errores para el programa B de
reforzamiento, se pueden distinguir tres fases de adquisicion de la tarea: una
del dia uno al cuatro, en la que se observa una disminucion significativa de
errores (p<0001); luego hay un periodo del dia cuatro al once, en que la linea
tiene subidas y bajadas pero se mantiene aproximadamente en un mismo nivel,
para el dia doce se observa otra disminucion significativa (p<.0001) que

corresponde con el promedio que se da para el dia veintisiete.

Si comparamos las dos gréaficas de promedio de errores (la del programa A de
reforzamiento con respecto al programa B) se puede notar que se comportan
de manera distinta. En la del programa A se puede observar un decremento
progresivo y continuo en el promedio de errores, que se ve interrumpido por un
incremento significativo en el dia 20, otro nimio para el dia 27 (dias de inversion
los programas) y otro mas notable, aunque menor que el del dia 20, para el dia
32, dia en que se presentaron los programas seguidos sin el tiempo habitual de
reposo entre ambos. A diferencia, en la grafica del programa B no se dio una
adquisicion paulatina y continua de la tarea, sino en fases que no reflejan los
cambios significativos del promedio de errores en los dias en que se invirtieron
los programas (el dia 20 y el 27). La inversién de los programas no parece
afectar la adquisicion del programa B de reforzamiento, ya que la disminucién

de los errores continda sin una alteracion significativa.

En las Figuras 15 a la 18 se puede observar claramente, para ambos
programas en la fase de condicionamiento libre, la eleccién diferencial de
entrada a los brazos en la primera y la tercera semana de entrenamiento. En
estas, se observa que la preferencia o probabilidad de entrada a los brazos del
programa de reforzamiento presentado, es mayor que la probabilidad de
entrada a los brazos reforzados del programa de reforzamiento no presente, y
a su vez la probabilidad de entrada a estos Ultimos es mayor que la

probabilidad de entrada a los brazos que nunca han sido reforzados.
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Figura 14. Muestra el promedio de errores por todas las ratas a lo largo del entrenamiento. Se sefialan
los dias en que se modifico el entrenamiento. Se observan tres fases de adquisicion de la tarea: una de
los dias 1 al 3 en los que se observa una disminucién significativa; luego hay un periodo del dia 3 al 11 en
que la linea aproximadamente se mantiene en un nivel; para el dia 12 se observa otra clara disminucidn
gue alcanza su nivel mas bajo para el dia 27. Nétese que no existe un incremento significativo de errores
en los dias en que se modificd el entrenamiento (dias 20, 27 y 32), a diferencia de lo que sucedid para el
programa A de reforzamiento.

Esta relacion preferencial de entrada a los brazos, o probabilidad diferencial de
eleccion de entrada, fue significativa tanto para la primera semana, en la que la
prueba de chi cuadrada reportd valores calculados de 100.53 (programa A) y
76.09 (programa B), como para la tercera, con valores de 389.07 (programa A)
y 342.18 (programa B). Todos estos valores son bastante mayores que el valor
esperado de tablas (18.47) para condiciones normales, en las que no deberia
existir preferencia o mayor probabilidad de entrada a un brazo en especial. Se
demuestra por consiguiente la probabilidad sesgada de entrada a los brazos,
para la primera semana como efecto de la fase previa de condicionamiento
forzado. Asi como un incremento significativo de este sesgo en la tercera
semana, como efecto de la fase de condicionamiento libre, para ambos

programas de reforzamiento.
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Figura 15. Muestra la eleccién diferencial de entrada a los brazos del laberinto por todas nuestras ratas,
en la primera semana de entrenamiento para el programa A de reforzamiento en la fase de
condicionamiento libre. Los brazos reforzados del programa presente (1, 4 y 6) se indican en barras
azules, los brazos reforzados del otro programa (3, 5 y 8) se indican en barras moradas y los brazos
nunca reforzados (2 y 7) estan en barras verdes. La prueba de X arrojo un valor calculado de 100.53, el
cual es mayor al valor esperado (18.47) y demuestra que existe una diferencia significativa en la
probabilidad de entrada a los distintos brazos, producto de la fase previa de condicionamiento forzado.
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Figura 16. Muestra la elecciéon diferencial de entrada a los brazos del laberinto por todas nuestras ratas,
en la tercera semana de entrenamiento para el programa A de reforzamiento en la fase de
condicionamiento libre. Los brazos reforzados del programa presente (1, 4 y 6) se indican en barras
azules, los brazos reforzados del otro programa (3, 5 y 8) se indican en barras moradas y los brazos
nunca reforzados (2 y 7) estan en barras verdes. La prueba de X2 arrojo un valor calculado de 389.07, el
cual es mayor al valor esperado (18.47) y demuestra que existe una diferencia significativa en la
probabilidad de entrada a los distintos brazos producto de la fase de condicionamiento libre, diferencia
mas notable con respecto a la primera semana.



Eleccion de entradas en la 12 semana.
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Figura 17. Muestra la eleccidn diferencial de entrada a los brazos del laberinto por todas nuestras ratas,
en la primera semana de entrenamiento para el programa B de reforzamiento en la fase de
condicionamiento libre. Los brazos reforzados del programa presente (3, 5 y 8) se indican en barras
azules, los brazos reforzados del otro programa (1, 4 y 6) se indican en barras moradas y los brazos
nunca reforzados (2 y 7) estan en barras verdes. La prueba de X arrojo un valor calculado de 76.09, el
cual es mayor al valor esperado (18.47) y demuestra que existe una diferencia significativa en la
probabilidad de entrada a los distintos brazos, producto de la fase previa de condicionamiento forzado.

Eleccién de entradas en la 32 semana.
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Figura 18. Muestra la elecciéon diferencial de entrada a los brazos del laberinto por todas nuestras ratas,
en la tercera semana de entrenamiento para el programa B de reforzamiento en la fase de
condicionamiento libre. Los brazos reforzados del programa presente (3, 5 y 8) se indican en barras
azules, los brazos reforzados del otro programa (1, 4 y 6) se indican en barras moradas y los brazos
nunca reforzados (2 y 7) estan en barras verdes. La prueba de X2 arrojo un valor calculado de 342.18, el
cual es mayor al valor esperado (18.47) y demuestra que existe una diferencia significativa en la
probabilidad de entrada a los distintos brazos, diferencia mas notable con respecto a la que se dio en la
primera semana.



Es preciso mencionar que si bien el entrenamiento fue eficaz para que los
animales aprendieran los dos recorridos, de tal forma que se fueran asociando
con el tono si importar la sucesion de los bloques en la sesién de
entrenamiento, el grado de asociacion tono-recorrido-reforzado permanece
desconocida. Esto por la razon de que no se vario al azar la presentacion de
los programas dentro del mismo bloque de ensayos, que seria la forma de
saber qué tanto las ratas atienden al tono como estimulo que sefiala el
recorrido reforzado. No obstante, de lo que si podemos estar seguros es que
los animales distinguen los dos recorridos reforzados (Figuras 15 a la 18) y lo
mas probable es que pasen de uno a otro segun acierten o fallen en la eleccién

de la entrada inicial.

La Tabla 1, que muestra la ejecucion de los animales el dia de la prueba,
confirma lo anterior, ya que todos los animales tuvieron un rendimiento por
encima del 90% de respuestas correctas. Lo anterior demuestra que el
entrenamiento fue parcialmente exitoso y los animales aprendieron con un
rendimiento 6ptimo, sino a discriminar podemos decir que si a distinguir los dos

recorridos de los programas de reforzamiento.

Ejecucion Conductual del Dia de la Prueba

Rata Condicion Error/Entrada % de ejecucion

1 A-A 3de33 91%
2 A-A 3de 33 91%
3 A-B 0de 30 100%
4 A-B 3de 33 91%

Tabla 1. Muestra la ejecucion de los animales en las condiciones de reconocimiento (A-A) y en la de
discriminacién (A-B). En la primera fila esta el nimero de rata; en la segunda la condicidn experimental;



en la tercera la cantidad de errores con respecto al total de las entradas que realizaron durante los 10
ensayos de ambos bloques; en la cuarta fila se muestra la relacién de la tercera fila, solo que expresada
en porcentaje.

2. De CatFISH

Se capturaron 6 imagenes por cada region del hipocampo (CA1 y CA3). Dado
gue en que en cada laminilla se encuentran los 6 cerebros de cada una de
nuestras condiciones experimentales, los siguientes resultados se obtuvieron
de 216 imagenes de microscopia confocal correspondientes a tres laminillas
enteras. Para un conteo promedio de 540 células por animal para la region de
CAl y de 370 para la region de CA3. En la Figura 19 se muestran imagenes

de la hibridacion in situ para Arc en unidades celulares de nuestros tejidos.
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Figura 19. Imagenes de microscopia confocal, modificadas en metamorf, de la hibridacién in situ
fluorescente para Arc (en Rojo) en nuestros tejidos. El nucleo de las células esta tefiido con DAPI (Azul).
En A se puede observar una célula glial, la cual muestra una forma mas pequefia y de tincion mas
saturada con respecto a la neurona que se encuentra abajo, la cual se distingue por su mayor tamafio,
su forma ovoide y la porosidad que presenta su tincion. En B se observa la presencia del transcrito de
Arc en el nucleo, lo cual se debe a expresion inducida aproximadamente 5 min. antes de colectar el
tejido. En C se observa la presencia de Arc en el citoplasma, que se debe a actividad que ocurrié 30 min.
antes de la obtencion del tejido. La co-localizacién de Arc en el nucleo y el citoplasma (D) se debe a que
la célula se activd en ambas ocasiones.

La Figura 20 muestra imagenes de microscopia confocal de las regiones de
CAl y CA3 del hipocampo. Se observa que los animales sometidos a la
condicién de reconocimiento (A-A) presentan mayor cantidad de células con
activacion nuclear y citoplasmica junta (recuadros 1 y 4), con respecto a los

animales que fueron sometidos a la condicion de discriminacién (A-B), en los



cuales se observa mayor cantidad de células que expresan la activacién por

separado (recuadros 2 y 5). En los animales controles la activacion es casi nula
(3y6).

A-B Control

- ...

CA3

6

50 um

Figura 20. Imagenes de microscopia confocal de las regiones de CA1 y CA3 del hipocampo. Los recuadros
superiores son de la regidon de CA1y los inferiores de la region de CA3. En 1y 4 se observan imagenes de
animales que fueron sometidos a la condicién de reconocimiento (A-A), se observan mayor cantidad de
células con activacion nuclear y citoplasmatica junta con respecto a los animales que fueron sometidos a
la condicion de discriminacion (A-B), en los cuales se observa mayor cantidad de células que expresan la
activacion por separado. En los recuadros 3 y 6 se pueden ver imagenes de animales controles por lo
que la activacioén es casi nula.

La Figura 21 muestra que existen diferencias significativas en el porcentaje de
células expresando Arc en la region de CA1 (segun la prueba de ANOVA con
F=27.586 p<.0001 para la expresion nuclear; F=95.788 p<.0004 para la
expresion citoplasmatica, F=118.0317 p<000.1 para la expresion nuclear-
citoplasmatica, todas con gl=2). La prueba poshoc de Bonferroni mostro que el
porcentaje de expresion de Arc nuclear en el grupo A-B es significativamente
mayor con relacion al grupo de la condicidbn A-A (p<.0001), mientras que la
expresion de éste es significativamente mayor que la del grupo control (p
=.0015). El porcentaje de expresion de Arc citopldsmico en el grupo A-B es

significativamente mayor con relacién al grupo de la condicion A-A (p<.0001),




mientras que la expresion de éste es significativamente mayor que la del grupo
control (p<.0001). Para la proporcion de células que presentan activacion en
ambos compartimentos, esta es significativamente mayor en el grupo A-A con
relacion al grupo de la condicion A-B (p<.0001), mientras que la expresion del

grupo A-B es mayor con respecto a la del grupo control (p=.0011).
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Figura 21. Muestra la proporcidn de células expresando Arc (nuclear, citoplasmatico y ambas) en la
region de CA1 del hipocampo para las tres condiciones de nuestro estudio: control (sin exploracién),
discriminacion (A-B) y reconocimiento (A-A). El grupo de discriminacion tiene una proporcidon
significativamente mayor de células expresando la Arc por separado con respecto a las que lo expresan
junto (remapeo de la red), mientras que en el grupo de reconocimiento sucede lo inverso (estabilidad de
la red).

En la Figura 22, la prueba de ANOVA demostro que existen diferencias
significativas en el porcentaje de células expresando Arc en la region de CA3
(F=8.775 p<.0004 para la expresion nuclear, F=31.362 p<.0004 para la tincion
citoplasmatica, F=79.747 p<.0001 para la expresion nuclear-citoplasmatica,
todas con gl=2). La prueba poshoc de Bonferroni, mostré que el porcentaje de
expresion de Arc nuclear en el grupo A-B es significativamente mayor con
relacion al grupo control y al grupo de la condicion A-A (p=.0002 y p=.0036,
respectivamente). El porcentaje de expresion de Arc citoplasmico en el grupo
A-B es significativamente mayor con relacién al grupo de la condicién A-A
(p=.0013), mientras que la expresion del grupo A-A es significativamente mayor

que la del grupo control (p<.0001). Para la proporcién de células que tienen



expresion de Arc en ambos compartimentos (nuclear-citoplasmatica), esta es
significativamente mayor en el grupo A-A con relacién al grupo de la condicion
A-B (p<.0001), mientras que la expresion del grupo A-B es significativamente

mayor que la del grupo control (p=.0011).
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Figura 22. Muestra la proporcion de células expresando Arc (nuclear, citoplasmatico y ambas en la
region de CA3 del hipocampo para las tres condiciones de nuestro estudio: control (sin exploracidn),
discriminacion (A-B) y reconocimiento (A-A). El grupo de discriminacion tiene una proporcidon
significativamente mayor de células expresando la Arc por separado con respecto a las que lo expresan
junto (remapeo de la red), mientras que en el grupo de reconocimiento sucede lo inverso (estabilidad de
la red).

Con base en los resultados, podemos afirmar que tanto para la region de CAl
como para la regién de CAS3 el porcentaje de células expresando Arc nuclear y
citoplasmatico por separado, en la condicién de discriminacién (A-B), es mayor
que el porcentaje de células expresando Arc en los dos compartimentos a la
vez. Inversamente, en la condicién de reconocimiento (A-A) el porcentaje de
células expresando Arc en los dos compartimentos a la vez (nuclear-
citoplasmatico), es mayor que el porcentaje de células que expresa Arc en

alguno de estos por separado.

En la Figura 23, se muestra la proporcion del total de células expresando Arc

en la regién de CAl y CA3 del hipocampo, para nuestros grupos controles y



experimentales (los cuales se juntaron sin importar las condiciones A-A 'y A-B).
Se observa que los grupos experimentales tienen una activacion de alrededor
de 25% y de 37% en la region de CA3 y CAl, respectivamente. Esta activacion
es significativamente mayor comparada con la de los grupos controles, que
reportan un porcentaje de alrededor de 5% y 7% en CA3 y CAl,

respectivamente.
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Figura 23. Muestra la proporcién de células expresando Arc total (en cualquiera de los compartimentos)
en la regién de CA1 y CA3 del hipocampo, para nuestros grupos controles y experimentales (los cuales
se juntaron sin importar las condiciones A-A y A-B). Se observa que los grupos experimentales (G. Exps.)
tienen una activacién de alrededor de 25% y de 37%, en la region de CA3 y CAl, respectivamente.
Activacion significativamente mayor a la de los grupos controles (G. Conts) que reportan un porcentaje
de alrededor de 5% y 7% en CA3 y CAl, respectivamente.

Por ultimo, en la Figura 24 se muestra los valores del indice de Similitud para la
region de CA3 y CAl. El puntaje de similitud establece una relacion
proporcional de la deteccion de la sefial entre los distintos compartimentos,
aportando un valor de la relacion entre los distintos ensambles involucrados en
la primera, en la segunda y en ambas exploraciones. Por lo tanto, permite
comparar el grado de remapeo o estabilidad de la red entre ambas estructuras
para nuestras dos condiciones de exploracion (A-A y A-B). Un valor de 0 indica
el maximo grado de remapeo de la red (discriminacion), mientras que un valor
de uno sefala el maximo grado de estabilidad de la red (reconocimiento) (Burke
et al. 2005; Vazdarjanova y Guzowski, 2004). Se puede observar que CA3

presenta un grado un poco mas alto de estabilidad de la red (con un valor de



.77) comparado con CAl (que tiene un valor de .65) para nuestra condicion
experimental A-A. Respecto al remapeo de la red, CA3 y CA1 manifiestan un
valor significativamente igual en el indice de similitud para nuestra condicion

experimental de discriminacion (A-B).
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Figura 24. indice de Similitud calculado para la regién de CA3 y CA1l. El puntaje de similitud establece
una relacion proporcional entre la activacion detectada en los distintos compartimientos celulares (que
indica los grupos celulares que respondieron al primero, al segundo y a los dos eventos de exploracidn).
Permite comparar el grado de remapeo o estabilidad de la red entre ambas estructuras, para nuestras
dos condiciones de exploracion (A-A y A-B). Un valor de 0 indica el maximo grado de remapeo de la red
(discriminacién), mientras que un valor de uno sefiala el maximo grado de estabilidad de la red
(reconocimiento).

DISCUSIONES

1. Del entrenamiento conductual.

En general, podemos afirmar que los resultados del entrenamiento demuestran
gue los animales han aprendido a distinguir los recorridos de los dos
programas de reforzamiento con una cantidad minina de errores (Tabla 1). No
podemos afirmar que los discriminen totalmente, pues este concepto implicaria
que el tono hubiera quedado asociado como estimulo sefial del recorrido
reforzado. Lo cual no probamos pues no presentamos al azar los programas de

reforzamiento dentro del mismo bloque de ensayos. Sin embargo, si podemos



decir que los distinguen, pues segun la eleccion inicial, si encuentran refuerzo o
no en ésta, cambian o no de recorrido. Pero no de manera aleatoria entre todos
los brazos de ambos programas, sino de acuerdo a los recorridos; es decir, Si
no encuentran refuerzo en un brazo no van hacia los brazos de ese mismo
programa, si no que se dirigen hacia cualquiera de los brazos del otro
programa, lo cual demuestra que distinguen los dos programas de
reforzamiento (Figuras 15 a la 18).

Si analizamos lo sucedido para el programa A de reforzamiento (Figura 13), se
puede observar que el aumento mas relevante del promedio de errores se dio
en el dia 20. Considerando que este fue el dia donde se inici6 la fase de
cambio de turno, podemos inferir que el primer aprendizaje de los animales
estd centrado en la sucesion de los programas, una vez que esta se invierte
repercute en un menor rendimiento. La asociacion tono-recorrido, esta
mezclada y se ve afectada por la asociacion tono-recorrido-sucesion de los
programas de reforzamiento en la sesion de entrenamiento. Esto coincide con
lo reportado en la literatura, el sacar al animal del laberinto y colocarlo en otro
ambiente con la luz apagada (como estaba en este caso la habitacion donde se
hallaban las cajas de alojamiento), puede funcionar como una estimulacién
sefal del recorrido a realizar cuando el animal regresa al dispositivo de prueba
(Smith y Mizumori, 2006).

En este sentido, es preciso mencionar que el aprendizaje de las ratas esta
basado en las relaciones espacio temporales asociadas directamente con la
adquisicion del reforzador, Hebb (1949) lo denomina “habito de lugar". Los
elementos abstractos que el investigador introduce para indicar el recorrido
reforzado son ignorados por los animales. El tono es un elemento no
directamente vinculado al recorrido y a los reforzadores por lo cual no es
inicialmente atendido. Cuando se cambia la sucesion de presentacion de los
programas, aun cuando el cambio de tono sefiale el cambio de recorrido, los
animales tienen dificultades para ejecutar la tarea pues tienden a realizar la

misma sucesion de la fase previa del entrenamiento.

Lo anterior se confirma por el incremento de errores reportado para el dia 32,

en que se sometid a los animales a los dos programas de reforzamiento



seguidos, dejando un tiempo breve entre la aplicacion de uno y otro programa.
Parece que el periodo mas corto de lo habitual entre uno y otro bloque de
ensayos, confunde al animal respecto a si estaba presente la sefal de cambio
de recorrido (en este caso el tiempo entre los bloques en que se lo llevaba a su
caja de alojamiento) o si tenia que realizar el mismo programa. Esto puede
explicarse por estudios previos, en los cuales se ha puesto a ratas a explorar
dos ambientes visualmente idénticos conectados por un pasillo (Skaggs y
McNaughton, 1998) o directamente conectados solo variando en la posicion
relativa de entrada (Tanila, 1999).

Se ha visto que las células del hipocampo pueden modificar sus campos de
lugar conformen pasan de un ambiente a otro, pero en otras ocasiones lo
mantienen estable o disparan en sitios equivalentes de ambos ambientes,
dependiendo de que tanto han explorado y de que tanto ha pasado de un
ambiente a otro. De este modo, los campos de lugar de las células del
hipocampo se modifican de acuerdo a distintas condiciones relacionadas con la
sucesion en gue se exploran los dos ambientes (Tanila, 1999). En nuestro
caso, el periodo alterado de descanso entre los programas pudo haber
modificado la activacion de las células de lugar del hipocampo, manteniendo
sus patrones de disparo acordes con el recorrido realizado previamente y no

con el subsiguiente, lo cual se reflejo en el aumento de errores.

Pese a esto, puesto que el incremento de errores del dia 20 es mayor que el
del dia 32, podemos deducir que la asociacion tono-recorrido se ha fortalecido
y se ha ido disociando de su relacion con la sucesion de presentacion previa de
los programas. Las variaciones en esta Ultima, afectan menos la ejecucion de
los animales en fases del entrenamiento tardias (dia 32) que en fases
tempranas (dia 20). Por lo tanto, podemos afirmar que las aproximaciones del
entrenamiento van depurando paulatinamente (Figuras 15-18) la asociacion
tono-recorrido de los demas elementos incluidos en el contexto de
experimentacién. Aunque no logramos que se asociara totalmente el tono con
los recorridos, nuestro trabajo representa un avance pues antes de éste no se
habia intentado disefiar una tarea de tal grado de complejidad en un laberinto

radial para hacer un conteo de células con CatFISH.



2. Del correlato neuronal

Por lo que respecta a los resultados de catFISH, es importante destacar que la
activacion total de las regiones hipocampales en nuestro estudio fue
congruente con lo reportado en la literatura, esto es: 40% de las células en
CAl y 20% en CA3 (Ramirez-Amaya et al. 2005; Vazdarjanova et al. 2002).
Nuestros datos concuerdan parcialmente pues CA1 tuvo una activacion de 37%
y CA3 de 25% (Figura 23), lo que indica una participacion normal de las areas
hipocampales para nuestra tarea conductual.

En nuestro modelo, tanto las pistas distales como las inherentes al aparato de
exploracion se mantuvieron constantes, variando solo la actividad exploratoria
que el animal tenia que realizar para conseguir el refuerzo. No obstante, con
base en los resultados obtenidos, las regiones de CAl y CA3 manifiestan
estabilidad de la red (mayor proporcion de células expresando activacion en
ambos compartimientos, con respecto a las que la presentan por separado) en
la condicion de reconocimiento (A-A); y remapeo (mayor proporcion de células
expresando activaciéon por separado, con respecto a las que la presentan junta
en ambos compartimientos) en la condicion de discriminacion (A-B) (Figura 21
y 22).

Si comparamos los puntajes de similitud (Figura 24) obtenidos en nuestro
estudio (.77 y .65 en la condicion de reconocimiento A-A, .35 y .32 en la
condicion de discriminacion A-B, para CA3 y CALl respectivamente) con
relacion a los reportados por Vazdarjanova y Guzowski (2004) (Figura 10) (~.85
y ~.75 en la condicidon de reconocimiento A-A, ~.05 y ~.15 en la condicion de
maxima discriminacion A-B, para CA3 y CAL respectivamente), se observa que
en nuestro caso el hipocampo discrimina o remapea de forma menos drastica.
Tal vez comparable a lo que en el estudio de Vazdarjanova se reporta como
remapeos parciales, que codifican cambios en las pistas internas o externas,
pero no cambios de ambas pistas a la vez. De igual forma, comparandolos con
los valores reportados por Burke et al. (2005), en los que el indice de similitud,

tanto para la condicibn de cambio de ambiente como para la de cambio



recorrido, es de .2 en la regién de CA1l (Figura 11), nuestros datos parecen

suponer un remapeo hipocampal menos eficiente para nuestra tarea.

Un estudio reciente (Jennifer, Siegel, Joshua, Neunuebel y Knierim, 2008)
puede servirnos como base para explicar nuestros datos. En este, se entreno a
ratas en un campo abierto para que asociaran un sonido y una modificacién del
mismo con la presencia y la entrega del reforzador, respectivamente, en una
posicion especifica del espacio de exploracion. Luego del entrenamiento,
sometian a los animales a pruebas con un cambio de posicién de la caja de
exploracién respecto al cuarto; por lo tanto a un cambio de la meta o lugar del

reforzador con respecto a las pistas externas.

Con ayuda de técnicas de electrofisiologia, encontraron células que mueven su
campo receptivo espacial con respecto a la caja, otras que lo hacen respecto al
cuarto, otras que son ambiguas (que modifican parcialmente su campo
receptivo o0 muestran separacion de campos receptivos) y las que remapean
completamente (Jennifer et al. 2008). Para el caso de nuestro estudio, este
dato nos da sustento para suponer que el remapeo menor de CA1 y CA3 para
la discriminacion de nuestra tarea, con respecto al reportado por Vazdarjanova
y Guzowski (2004), puede deberse a que algunas células de los ensambles
estan codificando el cambio de recorrido, mientras que otras la constancia de
las pistas externas con respecto al laberinto. Asi, la separacion de patrones
gue se requiere para que el animal discrimine nuestros dos recorridos, se ve
afectada por la ambigliedad de la tarea que implica un cambio de contexto u
orientacion de las pistas distales con relacién al cambio de recorrido; y por otro,

el contexto se mantiene estable con relacion a todo el laberinto.

La exigencia para que los animales alternen entre dos recorridos en un mismo
dispositivo, supone un proceso de aprendizaje reversivo que es afectado por el
hecho de que ambos se den en el mismo ambiente de exploracién. Tal
dificultad puede explicar el remapeo menos drastico observado en nuestros
datos con respecto a los reportados en los estudios mencionados
(Vazdarjanova y Guzowski 2004). Esta hip6tesis a su vez se ve apoyada por el

fenomeno de la inhibicion especifica al contexto (McDonald et al. 2002), por el



cual se conoce que es mas dificil revertir un aprendizaje en un mismo ambiente
espacial que en uno diferente. Lo cual hace mas sentido tratdndose de nuestro
datos, pues se sabe que la inhibicion especifica al contexto depende del

hipocampo (McDonald et al, 2002)

Con respecto a los datos de Burke et al. (2005), el mejor remapeo observado
en CA1 (Figura 11) para una condicién en que se invertia un recorrido en un
mismo ambiente, con respecto a nuestros datos (Figura 24), podria explicarse
por el hecho mismo de la actividad exploratoria sencilla que el animal tenia que

realizar en una caja de exploracion sin multiples pasillos.

Se sabe que el hipocampo genera una representacion del espacio sin importar
la actividad exploratoria (Vazdarjanova y Guzowski, 2004), solo cuando la
exploracién no implique un grado de aprendizaje por el que el animal tenga que
realizar un recorrido especifico. Esta hipotesis estda fundamentada por estudios
como el de Skaggs y McNaughton (1998), en el que no se observé un disparo
distintivo de células de lugar en el hipocampo ante dos ambientes visualmente
idénticos conectados por un pasillo. Como los dos ambientes de exploracién
eran iguales y en ambos el animal recibia refuerzo, pudiendo pasar liboremente
de un ambiente a otro sin restricciones temporales, las células de lugar
generaban campos de lugar similares en ambos. Parece que el hipocampo,
tomando en cuenta que las demandas de la tarea eran casi nulas e idénticas
en ambos ambientes, los representaba como contextos equivalentes aun
cuando no dejaron de ser dos ambientes distintos, por mas similares que
fueran visualmente. Asi, se ha supuesto que el hipocampo modifica la forma de
codificacion del contexto, segun la relacion entre las diferencias en el ambiente
y la complejidad de las demandas conductuales que el animal tiene que

ejecutar para conseguir el refuerzo (Tanila, 1999).

Este supuesto ha sido apoyado por evidencia de un disefio experimental donde
se limitdé a un periodo el paso de los animales entre dos ambientes visualmente
idénticos (Tanila, 1999). Se descubrié que las células de lugar del hipocampo

modifican su tasa de disparo de manera especifica a los dos contextos, aun



cuando los dos ambientes hayan sido iguales en cuanto a caracteristicas
visuales. Por lo anterior, podemos decir que cuando la exploracion y el acceso
al reforzador estan delimitados por un periodo o recorrido especificos (es
decir, cuando las demandas de la tarea se hacen mas complejas), entonces el
hipocampo involucra a estas dentro de la codificacion del contexto (Tanila,
1999). Con base en esto, es plausible una explicacion de cémo el hipocampo
codifica el contexto espacial: solo por los cambios en el ambiente, sin importar
la conducta exploratoria; o por las por demandas que involucre la ejecucién
conductual (sin importar que el ambiente en que se den no varie) segun se
hagan éstas mas complejas. Esto ya se habia explorado con éxito gracias a
técnicas electrofisiologicas (Skaggs y McNaughton, 1998; Smith y Mizumori,
2006; Tanila, 1999), que permiten una buena resolucién anatémica y una
resolucion temporal inigualable, pero que, por dificultades técnicas, por lo
regular se realizan en conjuntos relativamente pequefios de células.

El modo en que las poblaciones neuronales codifican el contexto en un mismo
ambiente ha sido poco explorado, aunque algunos estudios lo han hecho
(Burke et al. 2005), nuestros resultados los complementan por tratarse, en
nuestro caso, de una tarea de mayor complejidad y no solo de una inversién

del recorrido en una caja de exploracion.

El remapeo y la estabilidad de la red observadas en nuestro grupo de
discriminacion y de reconocimiento, respectivamente, constituyen parte de los
mecanismos neuronales que se producen cuando los individuos tienen que
distinguir contextos similares. Dado que la activacion de los ensambles en CA1
y CA3 estuvo definida por la posicion del reforzador, se puede inferir que la
codificacion por parte del hipocampo formé parte de una funcion de
procesamiento de contexto mas amplia, que no se reduce a la representacion

de las modificaciones en el ambiente.

La explicacion que se desprende es que cuando los animales vuelven a un
ambiente conocido, el codigo de contexto dado en el hipocampo se expresa. Lo
gue a su vez podria modular la actividad en otras estructuras como el cuerpo
estriado y la neocorteza, a fin de que la expresion de las conductas aprendidas

y los elementos perceptivos relacionados se vean reforzados. El hipocampo,



por lo tanto, parece sesgar de acuerdo a la experiencia los sistemas de
expresion de la conducta en el cerebro (Mizumori, Yeshenko, Gill y Davis,
2004).

Por altimo, nuestro modelo permite explorar los problemas de la relacion de las
distintas areas hipocampales para la codificacion del contexto espacial. Asi, la
mayor estabilidad de la red presentada por CA3 (puntaje de similitud de .77)
con respecto a CAl (puntaje de similitud de .65) para nuestra condicién de
reconocimiento (A-A), puede deberse a una division de funciones en el
hipocampo. Mientras que CA3 podria estar codificando el ambiente espacial
inalterado con respecto a todo el laberinto, CA1l podria estar codificando el
cambio de recorrido. Los hallazgos divergentes de completamiento de patrones
y de separacién de patrones (Leutgeb et al. 2004) apoyan esta idea. Estos han
sido interpretados como una competencia entre estas funciones, lo cual fue
sustentado por Vazdarjanova y Guzowski (2004) que sugirieron que los
ensambles celulares de CA3 realizan separacion de patrones y completamiento
de patrones segun distintas condiciones.

Otra posibilidad, dado que nuestros datos muestran una activacion muy similar
de ambas estructuras, es que CA3, la cual presenta puntajes en el indice de
similitud un poco mas lejanos entre si (.77 en A-A 'y .35 en A-B) que CALl (.65
en A-Ay .32 en A-B), pueda estar discriminando mejor los dos recorridos. Esto
se apoyaria en los estudios previos (Vazdarjanova y Guzowski, 2004), en los
gue se ha visto que CA3 presenta un grado de remapeo mas drastico, pues se
infiere destaca las diferencias en el medio, a diferencia de CAl que tiene un

grado de remapeo de la red gradual ante los cambios del entorno.

En todo caso, se requiere de mayor investigacion para resolver los problemas
gue se desprenden de la complejidad de la funcion hipocampal. El aporte de
nuestro trabajo, aunque es un primer paso, se dirige hacia ese esfuerzo a largo
plazo para disefiar nuevos modelos que permitan solucionar distintos aspectos
de la integracion de la informacién espacial y la codificacion hipocampal del

contexto.



CONCLUSIONES

Si bien no logramos asociar por completo el tono como estimulo sefial del
recorrido reforzado, si conseguimos disefiar un modelo conductual en el que
las ratas distinguen dos recorridos en un laberinto radial bajo un mismo

ambiente espacial.

Evaluamos la respuesta de poblaciones neuronales en el hipocampo (en las
regiones de CA1 y CA3) ante esta tarea conductual con la técnica de CatFISH,
lo cual no habia sido reportado anteriormente en la literatura. Encontramos que
poblaciones de neuronas en el hipocampo presentaron estabilidad de la red en
la condicién de reconocimiento (AA) y remapeo de la red en la condicion de
discriminacién (AB). Con ello, aportamos evidencia novedosa de la forma en
qgue los ensambles hipocampales (en las regiones de CAl y CA3) procesan la
informacion del contexto espacial, cuando el ambiente de exploracion se

mantiene invariante y solo se modifican las demandas de la tarea.

Por lo tanto, nuestros datos resultan un valioso complemento de los estudios
de células de lugar registradas con técnicas electrofisiologias (Leutgeb et al,
2007; Smith y Mizumori, 2006; Tanila 1999). Concuerdan con el supuesto de
gue el procesamiento de contexto, por parte del hipocampo, no se limita a los
estimulos de fondo, sino que varia segun las modificaciones del ambiente y/o la
complejidad de las exigencias conductuales que éste impone al animal para

conseguir el refuerzo.
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