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Caracterizacion de la conductay la actividad neuronal en tareas
de navegacién por rutas y aquellas guiadas por mapas
espaciales.

Resumen

Las conductas de navegacion en mamiferos son de suma importancia para su adaptacién
al habitat, ya que les permiten escapar de situaciones peligrosas, encontrar las fuentes de
alimentacién y otras localidades importantes para su sobrevivencia. Dichas conductas pueden
utilizar al menos dos diferentes tipos de estrategias cognitivas, una basada en el aprendizaje de un
patrén de conductas locomotoras, conocido como aprendizaje de respuesta o navegacion por rutas
que involucra claves egocéntricas; y el otro, basado en el establecimiento de una representacién
del contexto espacial, la cual puede ser utilizada para ubicar las metas, a esta estrategia se le
conoce como aprendizaje espacial que involucra claves alocéntricas. En el presente trabajo,
nuestro interés fue caracterizar las estrategias conductuales que utilizan las ratas para resolver
tareas de navegacion en el mismo ambiente, variando la cantidad de claves alocéntricas vy
egoceéntricas y el procedimiento de entrenamiento, para promover el establecimiento de alguno de
los dos diferentes tipos de estrategias cognitivas antes mencionadas. Ademas, nuestro interés fue
caracterizar los patrones anatémicos de actividad neuronal en el hipocampo y en el estriado,
relacionados con los diferentes tipos de tareas de navegaciéon, mediante el uso del analisis de la
actividad celular con base en la identificacion de la expresion de la proteina del gen Arc; esta
proteina se relaciona con la actividad eléctrica neuronal relacionada a actividad conductual.
Nuestros resultados demuestran que: a) los entrenamientos con una mayor cantidad de pistas
alocéntricas y procedimientos espaciales inducen el uso de una estrategia espacial y, por el
contrario, que los entrenamientos con una mayor cantidad de pistas egocéntricas y procedimientos
de ruta inducen el uso de una estrategia de ruta; b) que un entrenamiento con condiciones
combinadas entre los dos anteriores resulta en una estrategia difusa o alternante entre la espacial
y la de ruta; y c) los animales que han sido entrenados con una cantidad suficiente de claves de
lugar son capaces de tomar atajos al reconocer claves de lugar familiares, sin necesidad de utilizar
una estrategia espacial. Ademas, obtuvimos evidencia neuroanatémica que indica la participacion
funcionalmente diferencial de las neuronas hipocampales y estriatales en las diferentes
condiciones experimentales, mostrandose: a) una mayor actividad en el area dorsal y el area
medial del estriado dorsal de animales con estrategias de ruta, sugiriendo que la actividad de estas
areas es responsable de las conductas de navegacion egocéntrica; b) actividad en las diferentes
subregiones hipocampales de los tres grupos, sustentando una actividad paralela de ambos
sistemas, y ¢) una expresion de Arc intermedia tanto en hipocampo como estriado en el grupo con
entrenamiento combinado, lo que sefala algun tipo de interaccién entre los sistemas para este

grupo, la cual, sugerimos, es una interaccion cooperativa.



Introduccidén

Entender los mecanismos que determinan el aprendizaje y la memoria
resulta de primordial importancia, no sélo porque la capacidad que los seres
humanos tienen para adaptarse al medio ha dependido de estos procesos, sino
porque estos subyacen, en su sentido mas amplio, a casi todas las
manifestaciones de la conducta. Estos mecanismos son el resultado de un
sustrato anatémico, el cual es susceptible de analisis, y dicho analisis nos permite
modelar el funcionamiento del mismo. De acuerdo con Donald Hebb (2002), la
memoria esta sostenida por patrones de actividad coordinados entre grupos de
neuronas especificas a los que se denomina ensambles.

En la actualidad el concepto de ensamble celular se refiere a los grupos de
células nerviosas que se activan de manera correlacionada a consecuencia de un
evento de estimulacion sensorial o conductual. Por lo tanto, estudiar la actividad e
identificar las células nerviosas que responden después del comportamiento nos
permite estudiar a los circuitos neuronales involucrados en el procesamiento de la
informacion espacial y responsables de la formacién de este tipo de memoria
(Ramirez-Amaya et al., 2007).

Por otro lado, a partir de los estudios etolégicos se puede inferir que
existen, esquematicamente, dos tipos de circuitos neuronales, los que se
encargan de los esquemas perceptivos y los que almacenan los patrones de
actividad motora (Lorenz,1976); esos ultimos constituyen un sistema motor
“‘especializado” con el cual los organismos son capaces de navegar en su entorno.
Esta navegacion permite al individuo un alto grado de adaptacion al poder llevar
acabo conductas de supervivencia y conservacion como el huir de algun
depredador, encontrar el alimento, mantenerse dentro de su territorio o llegar a su
madriguera, entre otras, mediante un conocimiento y manejo adecuado del
espacio.

Particularmente, nuestro interés es estudiar las estrategias conductuales
que utilizan las ratas para resolver problemas de navegacion en diferentes

condiciones de ambientes espaciales. Para ello, se caracterizaran, mediante su



observacion y cuantificacion, una serie de tareas conductuales dentro de un
laberinto que permitan distinguir entre estrategias de navegacion que se basan en
la construccidon de mapas espaciales y estrategias de navegacién que utilizan el
aprendizaje de rutas, asi como la relacién de estas conductas con la actividad

neuronal del hipocampo y el estriado.

1. Nociones tedricas del aprendizaje y la memoria

El aprendizaje y la memoria son procesos que permiten la adquisicion de
informacion del entorno, informacion que le permite al organismo adaptarse de
acuerdo a las experiencias que ha tenido en su desarrollo ontogenético (Lorenz,
1976). El sistema nervioso es el encargado de representar a los estimulos o
situaciones que los individuos han experimentado. En general, el proceso de
memoria supone que la informacion almacenada es comparada con la informacién
entrante (Marr, 1971) y asi, el organismo puede actuar con ayuda de la
experiencia anterior para resolver la multitud de problemas con los que se enfrenta
en su entorno, como la forma de reconocer lo familiar, la prediccion de eventos, el
retorno a lugares particulares, y la evaluacion de las consecuencias de la conducta
(Sherry y Schacter, 1987). Se han propuesto algunas nociones teoricas para
explicar la forma en que el sistema nervioso central procesa la informacion
mnemonica. La discusion al respecto se ha centrado en el papel que las neuronas
juegan en tal procesamiento.

Desde hace algunos afios se piensa que las unidades neuronales no
pueden por si solas ser la unidad de procesamiento de la informacion. Si asi fuera,
el numero de neuronas que existe en un cerebro limitaria la cantidad de
informacion que éste puede almacenar. Ademas, la actividad altamente variable y
la extensa cantidad de contactos sinapticos que cada neurona tiene, sugiere que
es muy poco probable que una neurona por si misma pueda representar un evento
de estimulacién, el cual regularmente implica una configuracion compleja de

estimulos. La codificacion de la informacién en unidades celulares tampoco



explicaria la redundancia funcional en el sistema nervioso central (SNC), ni la
compensacion de las funciones cognoscitivas como las que observd Lashley
(1931) después de lesiones que destruyen grandes grupos de células nerviosas.
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).

Como resultado de lo que se ha propuesto a partir de las ideas de Hebb
(2002), consideramos actualmente que son grupos de neuronas los elementos
basicos del procesamiento de informacién que da lugar a los procesos
cognoscitivos. Por tanto, entendemos que la complejidad de estimulacién que
reciben los organismos a cada momento sélo puede ser representada por la
complejidad de las conexiones entre las células nerviosas (Sakurai, 1999).

Entre los primeros tedricos que desarrollaron esta postura se encuentra
Donald Hebb, psicélogo canadiense que se baso en las descripciones anatomicas
de Lorente de N6 que muestran la existencia de conexiones recurrentes y una
compleja red de conexiones sinapticas (Figura 1).

La propuesta de Hebb (2002) sostiene que la memoria se produce por
patrones de actividad coordinados, que se repiten en grupos especificos de
neuronas a los cuales llamé ensambles. Las conexiones recurrentes, observadas
por Lorente de N6 (1947, citado por Hebb 2002), posibilitarian la reverberacién del
patrén de encendido en un ensamble especifico, manteniendo a distintos periodos
el recuerdo o la representacion de un evento de estimulacion. La reverberacion del
ensamble induciria cambios en la eficiencia de la comunicacion sinaptica y
modificaciones estructurales (como crecimiento o engrosamiento de los botones
sinapticos) que serian responsables del almacenamiento de la memoria a largo
plazo (Hebb 2002; Sakurai, 1999).



Figura 1. Conexiones Sinapticas y sus conexiones recurrentes. 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 dénde provino, lo que permite que el circuito reverbere por algun periodo. A la derecha un
esquema de un ensamble. Las flechas representan la direccion y los nimeros 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 reverberacion por rutas en paralelo funcional, que permiten al ensamble mantenerse activo por mas tiempo
(modificado del libro de Hebb, 2002).

Los ensambles pueden interactuar unos con otros para formar sistemas
mas complejos denominados secuencias de fase (Hebb, 2002). Las distintas
secuencias de fase que se pueden dar entre un conjunto de ensambles, asi como
las secuencias de encendido dentro de las conexiones de un ensamble,
permitirian la existencia de un codigo neuronal con una alta capacidad de
almacenamiento de informacion.

La reproduccion del patrén de encendido del ensamble, es posible en
principio gracias a la reverberacion y, posteriormente, por los cambios plasticos
que ocurren entre sus conexiones. El procesamiento de la informacion estaria, por
tanto, determinado por distintas propiedades de los ensambles neuronales, entre

las cuales destacan las siguientes (Hebb, 2002; Sakurai, 1999):

a) El traslape, que es la posibilidad de que una misma neurona
pueda ser parte de multiples ensambles.
b) La codificacién escasa sugiere que un ensamble, conforme se

consolida, debe disminuir la cantidad posible de neuronas para
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evitar la saturacion y aumentar la capacidad mnemoénica del
sistema.

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

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

e) El completamiento dinamico considera que la activaciéon 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.

Basados en estos principios conceptuales, las neurociencias consideran
que el proceso cognoscitivo se lleva a cabo traduciendo la informacién a un
lenguaje o codigo neuronal. El cédigo es el resultado de patrones de actividad en
poblaciones neuronales que representan eventos de estimulacién (Marr, 1971;
Sakurai, 1999). Puesto que las neuronas individuales forman parte de varios
ensambles, solo codifican informacion coordinando su actividad dentro de redes
neuronales. La repeticién de los patrones de actividad en ensambles especificos
resulta el mecanismo basico por el cual la red almacena y recupera la informacién
(Hebb, 2002). La modificacion de los pesos sinapticos (es decir, el valor del umbral
al que la neurona responde) entre las conexiones del ensamble, permiten la
trasmision de la informacion por rutas especificas y la posibilidad plastica de

reestructuracion de la red.



2. Mecanismos basicos de las redes neuronales

Estudiar los mecanismos fisiolégicos que median la comunicacion entre los
elementos de la red neuronal, permite comprender como los ensambles se
modifican por influjo de la experiencia. Ramén y Cajal (1894 citado por Bailey y
Kandel, 1993) fue el primero en sugerir que la memoria era el resultado de
cambios en la conectividad de las terminales nerviosas, producidos por la actividad
neuronal. Sherrington (1906, citado por Bailey y Kandel, 1993) utiliz6 el concepto
de plasticidad sinaptica para definir este tipo de cambios en la configuracién y
funcion del sistema nervioso.

En la década de los 70 se describio la potenciacion a largo plazo (o LTP por
sus siglas en inglés), que es un aumento estable y duradero en la magnitud de la
respuesta post-sinaptica, después de que se han estimulado las vias aferentes
mediante la administracion de trenes de estimulacidn eléctrica, de frecuencia
relativamente alta (Bliss y Lomo, 1973). Este fenomeno plastico fue descrito en la
via perforante, que conecta a las células de la corteza entorrinal con las neuronas
del giro dentado, estructuras de la formacion hipocampal.

El descubrimiento de la LTP demostré6 que durante el aprendizaje se
producen cambios en las sinapsis que modifican su eficiencia como consecuencia
de la estimulacién. Las conexiones sinapticas pueden inducir un incremento o
decremento en su eficiencia sinaptica. Cuando se efectua un incremento, como ya
se dijo, se le denomina LTP (Figura 2); por el contrario, al decremento se le conoce
como depresion a largo plazo (LTD por sus siglas en inglés), pues supone una
disminucién duradera en la magnitud de la respuesta post-sinaptica excitadora
(Bliss y Lomo, 1973). Tanto la LTP como la LTD dependen de la frecuencia de
estimulacién en la via presinaptica; una estimulacion de alta frecuencia produce
LTP, en cambio una de baja frecuencia produce LTD (Bortolotto y Collingridge,
1993; Malenka y Nicolli, 1999).
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Figura 2. Potenciacion a largo plazo (LTP) en la via colateral de Schaffer a la region CA1 del hipocampo. Se muestra en A
la configuracion experimental para estudiar LTP en la regién CA1 del hipocampo. La via colateral del Schaffer es estimulada
eléctricamente y la respuesta de la poblacion de las neuronas piramidales es registrada. En B se muestra una comparacion
de la fase temprana y tardia de LTP en una célula de la regién CA1del hipocampo. La grafica muestra la pendiente (tasa de
aumento) de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) de la célula en funcion del tiempo. La pendiente es una
medida de eficacia sinaptica. Los potenciales postsinapticos excitatorios fueron registrados desde el exterior de la célula. Un
estimulo prueba fue dado cada 60 seg en las colaterales del Schaffer. Para inducir LTP temprano, un tren de estimulacion
de 100 Hz fue dado por 1 s. Para inducir la fase tardia de LTP se dieron cuatro trenes de estimulacion con una separacion

de 10 min. El resultante LTP temprano duré de 2-3 horas, mientras que el LTP tardio duré 24 horas o mas. (Tomado de

Kandel, Schwartz y Jessell, 2001)

LaLTP yla LTD se producen por la activacidon de los receptores a glutamato
de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) que permiten la
etrada de Na+ a la célula; y N-metil-D-aspartato (NMDA), que permiten la entrada
de Ca2+ y Na+ al interior de la célula. Una entrada de una fuerte cantidad de Ca2+
es suficiente para inducir LTP, en cambio la entrada de poco Ca2+ induce LTD
(Kandel, Schwartz y Jessell, 2001). Ambos fendmenos los entendemos como un
ejemplo de como las sinapsis modifican su eficiencia y regulan la conduccion de la

informacion a través de la red neuronal.
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Se considera que la modificacion de la respuesta de un grupo de células
nerviosas, producto de este tipo de mecanismos, permite representar diferentes
eventos de estimulacion variando el patron de disparo. Un estimulo se representa
por un patron de actividad caracteristico en un grupo particular de células, pues las
sinapsis incrementan o disminuyen su respuesta en funcién de la estimulacion; lo
que ha llevado a pensar que una misma via debe tener un continuo de generacion
de LTP y LTD (Bear, 1996).

En la LTP la modificaciéon en la eficacia sinaptica es dependiente de la
actividad y se produce en un tiempo breve, que luego puede consolidarse y durar
desde horas o dias, hasta semanas o meses (Thompson y Best, 1990). De igual
forma, es un fenbmeno bien localizado ya que solo las sinapsis activadas por la
estimulacién muestran la potenciacion a largo plazo. Por estas propiedades, la LTP
ha sido propuesta como un modelo celular para explicar los mecanismos que
subyacen al aprendizaje y a la memoria, ya que muestra un mecanismo de cémo
los ensambles pueden reproducir o modificar patrones de actividad a largo plazo.
Ademas, es 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). Esto aporta evidencia empirica del
postulado hebbiano:

“Cuando un axén de una célula A esta lo suficientemente cercano a una
célula B como para excitarla y participa repetida o persistentemente en su disparo,
ocurre algun proceso de crecimiento o cambio metabdlico en una o en ambas
células de modo tal que aumenten tanto la eficiencia de A como la de una de las
distintas células que disparan a B" (Hebb, 2002. p. 62).

Los eventos moleculares que ocurren como consecuencia de la activacion
de receptores NMDA dan lugar a cambios plasticos tempranos y tardios (Figura 3).
Al activarse los receptores NMDA se permite la entrada de Ca2+, que provoca la
activacion de diferentes proteinas cinasas como la Calcio calmodulina depenciente
de proteina cinasa tipo Il (CaMKIl), la proteina cinasa C (PKC) o la Tirosina

cinasa. Al activarse fosforilan diferentes proteinas de membrana, entre las que se

12



incluyen los mismos receptores AMPA y NMDA, que cambian sus caracteristicas
funcionales y la eficiencia de la respuesta post-sinaptica (Kandel et al., 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 sehales de
Ca2+ e implican la trascripcion de genes (Fields et al., 2005) y la activacion de
segundos mensajeros como el adenocin monofosfato ciclico (cAMP), éste
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 el elemento de uniéon que responde al cAMP (CREB, Kandel et
al., 2001). Acorde con esto, se ha observado que la deplecion en la expresion del
gen que codifica para la produccion de CaMKIl interfiere con el establecimiento de
LTP en la region hipocampal de CA1 (Silva et al., 1992), lo que demuestra la
importancia de la transcripcion y traduccion de genes para los fendmenos
plasticos.

Puesto que la LTP tiende a perdurar por distintos periodos, segun haya sido
la estimulacién que la provocd y los mecanismos moleculares que ésta
desencadend, se ha relacionado con la duracion de los recuerdos (Martinez y
Derrick, 1996). Asi, los tratamientos que afectan el establecimiento de la LTP,
también afectan la consolidacion de la memoria (Riedel et al., 1995), a la vez que
el mantenimiento de la LTP es necesario para el mantenimiento de los recuerdos;
es decir que al modificar un evento plastico previamente establecido, también se
afecta un recuerdo previamente consolidado (Pastalkova et al., 2006). La relacion
de la LTP y la ejecucién conductual también ha sido reportada, por ejemplo, se
sabe que el condicionamiento del reflejo palpebral 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). Asimismo, se ha
demostrado que la administracién de un antagonista de los receptores NMDA
capaz de bloquear la LTP in vivo, imposibilita el aprendizaje espacial en el
laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1986). Esta evidencia apunta a la

participacion de los fendbmenos plasticos, tipo LTP y LTD, para la formacion de

13



memorias espaciales, que a la vez forman parte y repercuten en la expresion

conductual y correcta ejecucion de tareas de navegacion.
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Figura 3. Mecanismos moleculares por los cuales se produce y se mantiene la potenciacién a largo plazo, la cascada de

segundos mensajeros que inducen distintos cambios estructurales, entre los cuales se encuentra el crecimiento de nuevos
contactos sinapticos. Se observa la liberacion del neurotransmisor, la activacion de los receptores AMPA y NMDA, la
entrada masiva de calcio, la activacion de proteinas cinasas, la transcripcion de genes y la traduccién de diversos factores
de regulacién 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 facilitacién de la conduccién de la informacién por rutas especificas
de la red neural (modificado del Kandel et al., 2001).
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3. Navegacion: aprendizaje de rutay de lugar

Las conductas espaciales requieren de un proceso de aprendizaje
relacionado con multiples habilidades. Una de estas es la navegacion, la cual
define Gallistel (1990 citado por Etienne y Jeffery, 2004) como la capacidad de
planificar y ejecutar un camino dirigido a un objetivo, el cual por lo general se
relaciona con el reconocimiento de lugares que estan marcados con claves La
forma mas simple de la navegacién, sin embargo, es la capacidad de diversos
animales para volver al punto de partida de un viaje (Etienne y Jeffrey, 2004). Esta
navegacion permite al individuo un alto grado de adaptacion, al poder llevar acabo
conductas de supervivencia y autoconservacion mediante un conocimiento vy
manejo adecuado del espacio.

Modelos computacionales acerca de la cognicidén del espacio sugieren que
para la representacion y manejo de la informacion espacial son necesarios
diversos sistemas. Barrera y Weitzenfeld (2008) han propuesto como elementos
necesarios para lograr las conductas de navegacion los siguientes componentes:
() la interaccion de diferentes estructuras cerebrales para demostrar
competencias asociadas a un nivel global y a la posicion relativa en el espacio; (Il)
la integracion de la ruta (path integration); (lll) el uso de sefiales visuales y
cinestésicas durante la orientacion; (IV) la generacién de la representacion
espacial métrica-topoldgica del medio ambiente; (V) la adaptaciéon por medio de
aprendizaje Hebbiano (Hebb, 1949); (VI) la representacion de los estados de
motivacion interna de los animales sobre la base de unidades de hambre y sed; y
(VII) gestidon de recompensas implementadas por el refuerzo del aprendizaje,
utilizando un actor critico de arquitectura (Barto, 1995 citado por Barrera y
Weitzenfeld, 2008).

En lo que respecta a las teorias del aprendizaje, alrededor de 1940 las
teorias asociacionistas representadas principalmente por Thorndike y Hull
consideraron que todo tipo de aprendizaje, incluyendo el espacial, consistia en
una asociacion de estimulos y respuestas. Sugerian que las conductas mas

complejas consistian en un largo numero de microasociaciones entre pequefios
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estimulos y pequefas partes de patrones complejos de respuesta. Este sistema
de tipo E-R (estimulo-respuesta) siempre incluye una respuesta reforzada, la cual
debe de ser asociada con el estimulo (White, 2004).

Una segunda concepcion, que difiere de la de E-R, supone el
establecimiento de algun tipo de mapa del ambiente en el cerebro del animal. Al
respecto, Tolman (1948) sugiere la existencia de dos tipos de mapas: un mapa
angosto (strip-map) en el que la posicion del animal esta conectada con una via
unica y relativamente sencilla a la posicion de la meta, y un mapa completo
(comprehensive-map) en el que una porcion mas amplia del ambiente es
representada, lo que le permite al animal comportarse de manera correcta y elegir
rutas nuevas mas apropiadas. De acuerdo con este tipo de teoria (E-E o teoria
cognoscitiva), los estimulos se adquieren automaticamente cuando un animal es
expuesto a una situacidbn novedosa, sin ser necesaria la asociacion entre
estimulos y respuestas reforzadas.

McNamara, Long y Wike (1956) realizaron un estudio en el que
demostraron que al entrenar a ratas en un laberinto obscuro por el que los
animales fueron desplazados dentro de una canasta (exposicion involuntaria)
hacia la meta las respuestas correctas seguidas de reforzamiento eran necesarias
para que las ratas aprendieran a encontrar la comida (aprendizaje de tipo E-R).
Por el contrario, en una condicidon en que las ratas tenian plena visibilidad de
pistas fuera del laberinto, la exposicidon involuntaria a través del mismo, sin realizar
ninguna respuesta especifica, fue suficiente para que aprendieran a encontrar la
comida, en congruencia con la teoria cognoscitiva o E-E.

Actualmente, parte de la investigacion al respecto se ha enfocado en
determinar si los animales navegan mediante el uso de “mapas cognoscitivos”,
término que fue de inicio sugerido por Tolman (1948). El mapa cognoscitivo se
refiere a una representacion holistica del ambiente basada en relaciones entre los
elementos que conforman el contexto y esto es lo que el animal utiliza para tomar
decisiones cuando se mueve, asi como la habilidad para tomar nuevos atajos
entre dos puntos (Bennet, 1996). Este ultimo fue estudiado por Tolman a raiz de

un descubrimiento incidental de Lashley en 1929 (citado por Tolman, 1948), en el
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que las ratas escapaban del laberinto para llegar de una manera mas directa a la
meta. Tolman (1948) disefidé experimentos que demuestran que los animales son
capaces de llegar a un lugar meta siguiendo una misma ruta de manera
consistente, a la vez que son capaces de llegar utilizando rutas diferentes o
nuevas. Tales teorias han sido puestas en duda por Bennett (1996) al sugerir el
uso de estrategias de tipo E-R por parte de los animales para encontrar atajos
(Figura 4).

Figura 4. Un experimento hipotético de nuevas rutas
o atajos. Abejas entrenadas para forrajear en los
sitos A y B al reconocer pistas de lugar familiares
(marcadas con un asterisco) les es posible tomar la
nueva ruta entre Ay B, sin la necesidad de poseer un
mapa cognitivo como el que conceptualizan Tolman
(1948) y O’Keefe y Nadel (1978). (Tomada de
Bennet, 1996).

En The hippocampus as a
cognitive map, O'Keefe y Nadel
(1978) mencionan que Hebb (1938)
= Claves de lugar familiares prominentes también retoma la observacién de

A Punto A de alimentacion Lashley, considerando que la
B Punto B de alimentacion

] informacion distal del ambiente,
CDME“ familiar para la abeja

7 _ i Aajo posible?

mas que el aparato en si mismo, es
crucial para definir lugares vy
permitir una orientacion general. Esto supone dos diferentes estrategias
cognoscitivas: una basada en el mantenimiento del patrén de actividad motora,
llamada aprendizaje de respuesta o aprendizaje de rutas; y otro basado en la
posicion en que se encuentra la meta en relacion con los demas elementos del
espacio, también llamado aprendizaje de lugar o aprendizaje espacial (Packard
y McGaugh, 1996; Gill et al, 2007).

Por lo general, un animal que lleva a cabo una conducta de navegacion
necesita adquirir y procesar diversos tipos de informacién sensorial que le

permiten reconocer el lugar en el que se encuentra; esta informacion puede ser
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auditiva, visual o somatosensorial. Se piensa que el animal utiliza una gran
cantidad de informacién egocéntrica, como la cinestésica, que se refiere a la
informacion del movimiento del animal, su posicion, direccién y velocidad. Esta
informacion de sefiales interna, mediante un sistema de “integrador de ruta” (path
integrator), provee al animal de informacién continua acerca de donde se
encuentra situado en su representacion interna del espacio (Etienne y Jeffrey,
2004). Sin embargo, la integracion de ruta basada en la percepcion del
movimiento del animal es susceptible de acumular errores, si no recibe
informacion sensorial de pistas o sefiales que indiquen al animal en qué lugar de
la ruta se encuentra y cuales son los movimientos que debe de seguir para
alcanzar la meta o refuerzo (McNaughton et al., 1996). Por lo tanto, entendemos
que la informacién del movimiento esta a su vez relacionada a la informacion
alocéntrica, como lo es la informacion visual o auditiva, y que esta ultima funciona
como claves de lugar (landmarks).

En las conductas orientadas hacia una meta se asume que las ratas son
capaces de aprender tareas espaciales mediante la asociacion de un refuerzo con
lugares especificos del ambiente (aprendizaje espacial), asi como con
procedimientos (aprendizaje de procedimiento). Las ratas siguen una ruta o
estrategias de aprendizaje de procedimiento cuando se encuentran dentro de
ambientes que tienen pistas egocéntricas (locales) relevantes y, en contraste,
pobres o inexistentes pistas alocéntricas (globales). Cuando las pistas
egocéntricas son pobres o inexistentes, las ratas manifiestan una estrategia de
aprendizaje espacial integrando informacién egocéntrica con la informacion
alocéntrica mas relevante y estable del ambiente (Collett y Graham, 2004).

No obstante, la codificacion del contexto espacial para una conducta de
navegacion eficiente es muy compleja, puesto que un lugar en el espacio puede
ubicarse y variar segun las distintas posiciones desde donde se le percibe y de la
variedad de modalidades de informacion que el animal tenga a su disposicion para
representar el espacio. En consecuencia, cuando un animal pretende llegar a una
cierta posicion en el espacio, la localizacibn de esta posicion puede estar

representada por distintos modos segun los distintos recorridos o rutas que el
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animal puede adoptar para alcanzarla. Es decir que la representaciéon de un
contexto no varia sélo por los cambios reales acaecidos en el ambiente de
exploracién, sino a la vez por las distintas percepciones de las pistas segun los
posibles recorridos en un ambiente dado.

Poucet (1993) considera que el mapa cognoscitivo es generado por la
adquisiciéon de informacion topoldgica y métrica del espacio. La informacion
topoldgica esta relacionada con el conocimiento de las relaciones espaciales entre
objetos o lugares, mientras que la informacion métrica se refiere a la informacion
cuantitativa acerca de las direcciones especificas angulares y las distancias entre
los lugares u objetos. Por lo tanto, sugiere que la navegacion depende de la
codificacion de la informacion proveniente de los érganos que guian y llevan a
cabo el movimiento, de las pistas internas al ambiente de exploracién, asi como de
las pistas externas.

Entre todos estos elementos puede haber cooperacion o interferencia, una
pista interna puede resultar significativa en un momento dado, pero si las
condiciones se modifican puede verse obscurecida u opacada por una pista
externa. El recuerdo de los animales para establecer una navegacién que los lleve
a un lugar-meta aprendido previamente es, asi, el producto de una codificacion
compleja entre los sistemas neuronales responsables de las estrategias de
navegacion egoceéntricas y alocéntricas (Poucet, 1993).

Para que esto suceda se requiere de la interaccion de diversas regiones
cerebrales, entre las cuales se encuentran la corteza parietal, la corteza frontal, los
ganglios basales, el hipocampo, entre otras (Barrera y Weitzenfeld, 2008).
Respecto a la funcidn que cada estructura tiene en la cascada de procesos que
subyacen a la navegacion espacial, McNaughton et al. (2006) sugieren que los
mapas cognoscitivos son mapas basicos topoldgicos que son refinados cuando el
animal explora el ambiente y adquiere informacién métrica provista por las células
de la corteza entorrinal. Como la relacion entre las estructuras es compleja, se han
propuesto modelos de la posible interaccién entre ellas (Figura 5), aunque la
manera precisa de como se da la integracién entre la informacion de ruta y la de

lugar permanece desconocida. No obstante, los datos neurofisiolégicos vy
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neuroanatdmicos apuntan a que el estriado dorsolateral se relaciona
principalmente con el aprendizaje de procedimiento (Packard y Knowlton, 2002;
Poldrack y Packard, 2003), mientras que en el aprendizaje espacial se emplean

predominantemente sistemas hipocampales (Hartley y Burgess, 2005).
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4. El hipocampo

El hipocampo ha sido considerado como el principal substrato neuronal
para la memoria espacial (Bonini et al., 2007). Se ha observado que la lesion de
esta region resulta en un decremento de la habilidad del animal para utilizar claves
espaciales y asociarlas con la localizacion de una recompensa (Mc Donald y
White, 1994; Poldrack y Packard, 2003).

En la rata, la formacion hipocampal es una estructura elongada rostro-
caudal en forma de “C”, que se ubica desde el nucleo septal, sobre y por debajo
del diencéfalo, con un eje que corre en direccidon septotemporal (Paxinos y
Watson, 1997). La conectividad de las estructuras que la componen forma un

intracircuito (Figura 6). Se inicia con la entrada de fibras por la via perforante
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desde 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
(Amaral y Witter, 1995).

Figura 6. La red de trabajo del hipocampo: El hipocampo forma una red de trabajo principalmente unidireccional con
conexiones reciprocas a la corteza entorrinal (EC) que se conecta con el giro dentado (DG) y las células piramidales de
CA3 mediante la via perforante (PP-dividida en lateral y medial). Las neuronas de CA3 también reciben aferencias del giro
dentado via las fibras musgosas (MF). Los axones de CA3 proyectan a las células piramidales de CA1 mediante la via de
las colaterales de Schaffer (SC), asi como a las células de CA1 en el hipocampo contralateral mediante la via comisural de
asociacion (AC). Las neuronas de CA1 también reciben aferencias directamente de la via Perforante y envian axones al
Subiculo (Sb). Estas neuronas mandan de regreso la principal eferencia del hipocampo a la corteza entorrinal, formando un

circuito. Modificada de Hippocampal Pathways (2003)

En detalle, 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 excitadoras 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 inhibidoras al propio giro dentado.

Después alcanzan la region CA3, para hacer la mayoria de sus contactos
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sinapticos con interneuronas inhibidoras 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 regiéon 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
proyeccion principal desde el Subiculo 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 proyeccién (Golgi tipo |) son las
piramidales y las células granulares localizadas en CA1, CA3 y giro dentado.
También existen neuronas de proyeccion local (Golgi tipo Il), presentes en cada
area y en particular en la regidén del hilus donde presentan diversidad de formas,
siendo especialmente abundantes las neuronas gabaérgicas (Amaral y Witter,
1989). La organizacién 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) o capa radial y el stratum lacunosum moleculare (LAC-MOL)
(Amaral y Witter, 1989).

El hipocampo recibe informacién multimodal de la corteza cerebral a través
de la corteza entorrinal. La evidencia experimental apunta a que puede asociar,
retener, amplificar y consolidar dicha informacién (Holscher, 2003). Tiene
conexiones con la amigdala, el hipotalamo, el septum y los tubérculos mamilares
(Thompson y Kim, 1996).

En esta estructura se caracterizaron las denominadas células de lugar
(place cells) (O'Keefe y Dostrovsky, 1971), las cuales son células nerviosas que
presentan un incremento en su frecuencia de disparo cuando el animal se situa en

un lugar especifico del ambiente (Figura 7). La respuesta de las células de lugar
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se presenta independientemente de la posicion que tenga el animal al entrar o al
salir del lugar en donde la célula incrementa su tasa de disparo, el cual se
denomina campo receptivo espacial o campo de lugar (place field) (O'Keefe y
Dostrovsky, 1971); La frecuencia de disparo va disminuyendo cuando el animal se
aleja del centro de este lugar.

A la capacidad que tienen estas células para mantener estable la tasa de
disparo relacionada con un mismo lugar en el espacio de un ambiente
previamente explorado se le denomina estabilidad del campo receptivo espacial.
Por el contrario, se denomina remapeo del campo de lugar a la modificacién del
campo receptivo espacial como respuesta a la exploracion de un ambiente
diferente, novedoso o que ha sido modificado significativamente (Kentros et al.,
1998).

Cail 1 11N

Figura 7. Campos receptivos espaciales de distintas neuronas en un ambiente de exploracion. Cada cuadricula representa
el ambiente de exploracion, el color que predomina en cada uno representa el registro de la activacién 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 et al., 2006).
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El descubrimiento de las células de lugar dio soporte empirico a la
propuesta teorica de Tolman (1948). O’Keefe y Nadel (1978) sugirieron que estas
células hipocampales generan una representacion 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
(Leutgeb et al., 2005), el estriado (Eschenko et al., 2007) y el Subiculo entre otras
(Taube, 1999, citado por Burgess et al., 2000).

En la region de CA1 en el hipocampo, aproximadamente 40 porciento de las
células que se caracterizan como células complejas o células excitatorias
responden o presentan un campo receptivo espacial. Esto significa que 40
porciento 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 porciento de células en CA1 que se activa en
lugares especificos en el espacio, respondera de manera semejante en ambas
ocasiones; 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, apareceran muchas células que responden sodlo al
segundo ambiente; Lo cual se conoce como re-mapeo de la red (“re-mapping”) o
re-estructuracion del mapa cognoscitivo (Jeffery y Hayman, 2004; Muller, 1996).

Células encontradas cerca del hipocampo, en el pre-subiculo dorsal y
también en el nucleo anterior del talamo y los cuerpos mamilares (Taube, 1999,
citado por Burgess et al., 2000), llamadas células de “direccién de la cabeza”, que
presentan un disparo especifico a la posicidn y los giros de la cabeza del animal,
asi como neuronas de regiones neocorticales relacionadas y las células de lugar
del hipocampo, forman parte de un sistema de navegacién que integra la
informacion espacial (path integrator). Por estas razones, se considera que la

formacion hipocampal participa en la formacion de una representacion interna
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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).

5. El estriado

Otras estructuras relacionadas con la navegacion son los ganglios basales,
los cuales han sido vinculados, en general, con la motricidad. El estriado es parte
de los ganglios basales y se considera el nucleo de mayor entrada de informacion
hacia estos (Figura 8). El complejo estriatal estd conformado por el nucleo
caudado y el putamen, los cuales estan poco diferenciados anatomicamente en la
rata, a diferencia de lo que sucede en primates donde se encuentran separados
por la capsula interna.

Se ha diferenciado el estriado dorsal (caudado-putamen) del estriado
ventral (ndcleo accumbens y porciones del tubo olfatorio) (Packard y Knowlton,
2002). El analisis de los efectos en el comportamiento de las lesiones circunscritas
al cuerpo estriado sugieren la especializacidn regional en aprendizaje y la toma de
decisiones (Wickens et al., 2007). El estriado dorsal ha sido fuertemente
relacionado con las conductas de navegacion (Poldrack y Packard, 2003; Mizumori
et al., 2004). Asi, se ha puesto de manifiesto efectos nocivos por lesiones en el
caudado-putamen sobre las conductas de respuesta demorada ( la cual consiste
en relacionar un estimulo reforzarte con su ubicacién espacial, presentandose un
intervalo de tiempo entre que el presentar el estimulo y que el solicitar al sujeto
que lo ubique), asi como en las conductas de evitacion condicionada (Packard y
Knowlton 2002).

El estriado es la estructura dentro de los ganglios basales que recibe la
mayor parte de las conexiones de regiones corticales, llamadas rutas cortico-
estriatales, que estan organizadas topograficamente (McGeorge y Faull, 1989). A
su vez, regiones corticales especificas reciben proyecciones del estriado, via
talamo. El estriado también recibe una prominente proyeccion del talamo, siendo

el nucleo talamico intralaminar el origen primario de la via talamico-estriatal
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(Mengual et al., 1999, citado por Packard y Knowlton, 2002). Neuroquimicamente
se sabe que en general los ganglios basales se caracterizan por una entrada
prominente de vias dopaminérgicas originadas en la substancia negra y el area
ventral tegmental, las cuales inervan primariamente el estriado dorsal y ventral,
respectivamente. Proyecciones aferentes, cortico-estriatales y talamo-estriatales
provenientes de estructuras limbicas como la amigdala o el hipocampo utilizan
neurotransmision excitadora prominentemente glutamatérgica (Fonnum et al.,
1981, citado por Packard y Knowlton, 2002). El principal tipo de neuronas del
neoestriado son neuronas gabaérgicas que inervan neuronas mediales de la
médula espinal (representando mas del 90%), los 5-10 porciento restantes son

también neuronas gabaérgicas o interneuronas colinérgicas (Redgrave, 2007).

Figura 8. Componentes principales
de los ganglios basales: el estriado
(STR) y al nudcleo subtalamico Corteza

(STN) conforman los principales

Hipocampo . o,
elementos  de entrada  con : - 4 e,
conexiones directas del talamo, la : : Techam |
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reticulada (SNr) y globo palido . Amigdals ;

externo (GP). Las flechas negras
representan conexiones excitadoras

mientras que las grises inhibitorias. (Redgraveé, 2007)

Dada la conectividad estriatal y su participacion dentro de los ganglios
basales, resulta evidente su participacion en los sistemas de navegacién. Esto se
ve sustentado por el hecho de que la frecuencia de disparo de muchas neuronas
estriatales esta significativamente modulada por movimientos egocéntricos,
cuando se registran ratas que se mueven libremente durante una tarea de
memoria espacial en un laberinto (Mizumori et al., 2000; Yeshenko et al., 2004).
Muchas de estas neuronas estriatales son sensitivas al movimiento y parecen
estar relacionadas con los componente de velocidad y aceleracion (Yeshenko et

al., 2004); ademas de que se ha observado un incremento de disparo relativo en
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las neuronas estriatales asociadas a la direccion de la cabeza cuando el animal
explora un ambiente (Mizumori, et al. 2000).

Con base en los hallazgos sobre las funciones de aprendizaje y memoria,
se considera que los ganglios basales guian a la corteza para producir respuestas
motoras aprendidas en presencia de algun patron particular de informacién
sensorial, por medio de las conexiones fronto-cortico-estriatales (Wise et al., 1996)

En particular el estriado ha sido relacionado con el aprendizaje asociativo,
tanto en condicionamiento de tipo instrumental, donde se utiliza el refuerzo, como
en otros tipos de condicionamiento asociativo (Andrzejwski et al., 2004; Schultz,
2006). Se piensa que procesa informacion relacionada con el refuerzo a partir de
estimulos ambientales, informacion que luego es usada para la generacion de
conductas orientadas a un objetivo o meta (Schultz et al., 1998; 2000), ya que
participa para establecer relaciones de predictibilidad entre estimulos
condicionados y su reforzamiento (Schultz, 2006).

La informacion del refuerzo es procesada en los ganglios basales por
neuronas dopaminérgicas que responden a los refuerzos primarios y secundarios,
especificamente, la informacién prominente que se encuentra disponible cuando
sucede un evento biolégicamente no predicho, llega al estriado por diferentes vias
aferentes (Figura 9), dependiendo del tipo de informacion, ya sea sensorial,
contextual o motora; estas respuestas pueden reflejar errores en la prediccion de
los refuerzos y, por ello, constituyen sefiales que retroalimentan el aprendizaje de
reforzamiento (Redgravé, 2007). Acorde con esto, se ha observado que neuronas
en el estriado ventral (nucleo accumbens) son activadas cuando los animales
predicen los refuerzos y adaptan la expectativa de acuerdo con las nuevas
situaciones de reforzamiento (Schultz et al., 1998). Houk et al. (1995) han sugerido
que el estriado implementa una arquitectura de actor-critico’, la cual predice

expectativas de los valores de refuerzo y produce sefiales de error para las

L El actor critico es un término perteneciente a las neurociencias computacionales. Se
define como un sistema que ajusta el comportamiento para maximizar la frecuencia y/o
magnitud de refuerzo de los acontecimientos. Trabaja mediante un critico de adaptacion,
el cual es un dispositivo que aprende a anticiparse a los acontecimientos en el refuerzo de
una manera que hace que sea util en conjunciéon con otro componente. (Barto, 1995)
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expectativas de refuerzo asociadas con diferentes acciones, representadas en la

arquitectura de aprendizaje por multiples unidades de actor. Con base a la

evidencia, parece ser que el estriado utiliza la informacion que provee el

hipotalamo sobre los reforzadores primarios para desarrollar relaciones de
predictibilidad (Barto, 1995 citado Barrera y Weitzenfeld, 2008).

Estimulp de luz Sensorial

Figura 9. Aferencias potencialmente
convergentes al estriado dorsal en el
momento de un evento visual prominente
no predicho. A. Sensorial: Dos
representaciones de corta latencia del
evento pueden converger en el estriado:
1) retino-tecto-talamo-estriatal
glutamatérgico (flechas negras); y 2)
retino-tecto-nigro-estriatal dopaminérgico
(flechas grises). B. Contextual: Aferencias
contextuales  multidimensionales  se
originan en corteza, estructuras limbicas
y el tdlamo. C. Motora. Vias ramificadas
de corteza motora y sensorial llegan al
estriado de manera directa o indirecta via

tdlamo. (Reagravé, P. 2007)

Por lo tanto, parece
que la funcion especifica
del estriado en el sistema
de navegacion consiste en
contribuir a definir acciones
futuras que sean
apropiadas al contexto
presente, sin importar si la
tarea a ser aprendida sea
de naturaleza estimulo-
respuesta o involucre el

procesamiento mas flexible

de contexto. Esto lo realiza por medio de un sistema llamado de referencia de

respuesta (“response reference system”) el cual compara el contexto, definido por
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los sucesos esperados de una conducta aprendida, con los sucesos actuales que
experimenta el animal (Houk et al., 1995). El aprendizaje de tipo estimulo-
respuesta es entonces una funcidn del estriado, ya que requiere del
establecimiento de asociaciones altamente definidas entre un estimulo externo o
un acto motor y su consecuencia inmediata (Mizumori et al., 2004). Este tipo de
aprendizaje en teoria no requiere flexibilidad de respuestas, la cual de hecho es
perjudicial para un buen desempefio ya que el aprendizaje de tipo E-R es
resultado de asociaciones que se establecen gracias a la constancia y persistencia
de la coincidencia espacio-temporal entre estimulos y respuestas. Se presupone
que la manera mas directa de lograr el aprendizaje de tipo E-R es mediante el uso
de las conexiones entre el estriado dorsolateral con la corteza motora y la
somatosensorial, conexiones que son directas y estan organizadas
somatotopicamente (Crutcher y Alexander, 1990 citado en Mizumori et al., 2004).
Como resultado, las respuestas aprendidas parecen relativamente inflexibles,
habituales (por que las respuestas aparecen con latencias cortas) y de adquisicidon
lenta.

Existe evidencia de que manipulaciones farmacolégicas del complejo
estriatal, afectan la ejecucién de los animales en tareas de navegacion, que
presentan componentes asociativos (Sargolini et al., 2003; Yin y Knowlton, 2004).
Antagonistas de receptores a NMDA administrados en el estriado dorsal impiden
la consolidacion de tareas de navegacion con procedimientos de ruta, sin afectar
las tareas de navegacion espacial que se considera son procesadas por el
hipocampo (DelLeonibus et al., 2005). Complementariamente, se ha demostrado
que las lesiones en el hipocampo no afectan la ejecucion de tareas de navegacion
por rutas, como la plataforma visible en el laberinto de agua de Morris (Ramos,
2000), pero si cuando las lesiones se realizan en el estriado (Devan, et al. 1999;
Packard y McGaugh, 1992). Podemos observar que en estas tareas se adquiere
informacion del contexto que se asocia con la presencia del reforzador y el estado
motivacional del organismo, a partir de lo cual se establecen relaciones de
predictibilidad.
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Estudios que se valen de lesiones para reducir la dopamina estriatal han
sugerido la funcién de la via nigro-estriatal en las funciones mnemonicas de los
ganglios basales (Mayor y White, 1978 citado en Packard y Knowlton, 2003).
Infusiones intracaudado de varios antagonistas de dopamina administrados
posteriores al entrenamiento también afectan la tarea de tipo asociativa (“win-
stay”) del laberinto radial, en la cual la recompensa se mantiene sin cambiar de
posicion en brazos que se mantienen iluminados, y no tienen efecto en su
contraparte de tipo espacial (“win-shift’), en la cual los animales obtienen la
recompensa al visitar cada uno de los brazos en sélo una ocasion (Packard y
White, 1991).

En el trabajo de Yeshenko y colaboradores (2004) se describié que las
dinamicas y complejas respuestas electrofisiolégicas que muestran las células de
lugar del hipocampo se observan, con algunas pequefas excepciones, también en
las células del estriado, a las que se refieren como células de lugar del estriado.
La informacién acerca de movimientos especificos 0 secuencias de movimientos
guian la expresién de campos de lugar estriatales, reconociendo de una manera
mas sensible que las células hipocampales cuando un lugar de recompensa es
cambiado en un ambiente familiar (Mizumori et al., 2004). Por ello, se ha
considerado que el estriado lleva a cabo una codificacion de elementos
egoceéntricos que el hipocampo no realiza.

Por lo anterior, parece claro que los procesos de memoria se procesan por
multiples sistemas, dentro de los cuales el cuerpo estriado participa mediando una
forma de aprendizaje y memoria en la cual las asociaciones estimulo-respuesta
son adquiridos de manera incrementada como resultado de una mayor
disponibilidad de los elementos asociados. El hipocampo, por otro lado, se
considera el mayor componente de otro sistema cognoscitivo mayoritariamente
relacionado con el procesamiento de informacion espacial, mediado por el sistema
de memoria del I6bulo medial temporal (Packard, 2001). En todo caso, esta
evidencia hace patente que el procesamiento de la informacion para una conducta

de navegacion adaptativa requiere de una compleja interaccion entre los sistemas
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hipocampales y estriatales, interaccidn en la que muchos de sus aspectos

permanecen desconocidos.

6. Interaccién de los sistemas hipocampales y estriatales

Desde el punto de vista de la psicobiologia, se ha supuesto que el sistema
hipocampal esta encargado de las formas declarativas o cognoscitivas de
memoria, mientras que la memoria procedimental, habitual o de respuesta
depende del sistema estriatal (Packard y Knowlton, 2002). Estos sistemas operan
en interaccién de manera paralela (Martel et al., 2007), pero la naturaleza de la
misma aun no se ha podido diferenciar. Algunos autores han encontrado evidencia
de una naturaleza cooperativa (White y McDonald, 2002), otros de competencia o
de interferencia (Da Cuhna et al.,, 2003; Compton, 2004), de independencia
funcional (Middei et al., 2004; Theater et al.,, 2005; Gill et al., 2007) o de
interaccion funcional (Gengler et al., 2005).

Da Cunha et al. (2003) realizaron estudios con animales intactos y con
lesiones en la substancia negra realizadas con MPTP (1-metil-4fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina), la cual causa una disminucion parcial de la dopamina estriatal.
Demostraron que en presencia de inactivacion del hipocampo dorsal con
lidocaina, las latencias durante la prueba espacial del laberinto de agua se
incrementan independientemente de la integridad de la substancia negra. En
cambio, las lesiones en la substancia negra resultan en latencias mayores al
someterlas a la prueba con pista en el laberinto de agua (la cual consiste poner
una pista visible a la plataforma y cambiarla de lugar entre ensayos). Demostraron
también que el bloqueo de la funciéon hipocampal disminuye la latencia en las ratas

sin lesién sometidas a la prueba con pista (Figura 10).
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Figura 10. Resultados del estudio de Da Cunha et al., 2003. Latencia promedio de escape de ratas lesionadas con MPTP
y ratas controles operadas sin lesién (SHAM), a una plataforma con pista en un laberinto de agua, durante 5 dias con 4
ensayos por dia. (Modificado de Da Cunha et al., 2003)

De este modo, en Da Cunha et al. (2003) se considera que la via
dopaminérgica nigro-estratial es un componente esencial para los procesos de
aprendizaje en tareas con pista, los cuales requieren de un aprendizaje asociativo.
Ademas, apoyan la hipétesis de que el sistema de memoria hipocampal no es
necesario para algunos tipos de aprendizaje estimulo-respuesta, ya que estos
procesos de memoria son independientes y no se ven afectados por la integridad
de la via nigro-estratial.

Estas investigaciones, junto con otras realizadas por el mismo grupo de
investigadores, demuestran que lesiones del estriado mejoran la ejecucién en las
tareas de navegacion espacial dependientes del hipocampo mientras que las
lesiones del hipocampo, mejoran la ejecucién de tareas de navegacion por rutas
dependientes del estriado. Esto sugiere una interaccion entre el hipocampo vy el
estriado en condiciones naturales, en el que ambas estructuras contribuyen al
procesamiento de la informacién asociado a las tareas de navegacion, pero esta
contribucion puede tener un caracter de competencia entre ambas estructuras (Da
Cunha et at., 2003; 2007).

Evidencia similar fue obtenida por Compton (2004), quien realizé lesiones
electroliticas bilaterales del estriado dorsal o del hipocampo dorsal, con una

modalidad de aprendizaje de respuesta o de lugar para una version “Greek Cross”
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del laberinto de agua de Morris, la cual consiste en un laberinto de agua con una
plataforma en forma de cruz en la cual los extremos del pasillo vertical eran
posiciones de salida y los extremos del pasillo horizontal eran posiciones de
escape. El entrenamiento involucré un protocolo de aprendizaje de respuesta
seguido de uno de aprendizaje de lugar para la mitad de los sujetos, y un
entrenamiento en orden inverso para la otra mitad. El aprendizaje de respuesta
consistia en que para escapar el animal debia realizar un giro siempre en la
misma direccidén desde su posicion de salida variable; en el aprendizaje de lugar la
posicion de escape se mantenia mientras que la posicion de salida era variable.
Se encontré que las lesiones en el hipocampo inducen una aceleracién en el
aprendizaje de respuesta, y observo este mismo efecto, pero atenuado, en el
paradigma de aprendizaje de lugar en las ratas con lesiones estriatales (Figura
11). A partir de estos resultados Compton sugiri6 que ambas estructuras estan
involucradas en la adquisicion y mantenimiento de diferentes tipos de informacion,
que estos procesos pueden ocurrir simultaneamente y en paralelo, ademas de que

existe una relacidon de interferencia entre ambos substratos.
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Figura 11. Resultados de Compton, 2004. Representa el promedio de respuestas correctas durante los primeros diez
ensayos del aprendizaje de respuesta (A) y el aprendizaje de lugar (B) de ratas con lesiones electroliticas en el hipocampo
dorsal o en el estriado dorsal. Se observan diferencias significativas entre los grupos experimentales tanto en A como en B.
(Modificado de Compton, 2004).

Por el contrario, White y McDonald (2002) han encontrado evidencia que
sugiere que el hipocampo y el estriado tienen funciones distintas pero
complementarias. Estos autores sugieren que tres diferentes tipos de aprendizaje
pueden ocurrir de manera simultanea en el sistema nervioso de los mamiferos;
cada uno en un sistema neural diferente que procesa la informaciéon de manera
independiente y produce su propia emisién conductual. Un primer sistema neural
incluye al hipocampo y a la fimbria-férnix que procesa el aprendizaje estimulo-
estimulo; un segundo sistema que incluye la parte lateral y dorsal del estriado
procesa el aprendizaje estimulo-respuesta; y un tercer sistema que incluye a la

amigdala que procesa el aprendizaje estimulo-emocion.
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La informaciéon que resulta del procesamiento de estos sistemas entonces
debe ser integrada para que resulte en las conductas del organismo, dicha
integracion supone una interaccién entre estos sistemas. Se ha sugierido que la
integracion de esta informacion podria tomar lugar en la amigdala basolateral y en
la corteza prefrontal (Pratt y Mizumori, 1998 citado Muzimori et al., 2004).

El entendimiento de la interaccion entre los sistemas hipocampales y
estriatales se torna un poco mas complicado al considerar que durante la
adquisicién de una tarea espacial, el uso de una estrategia cognoscitiva especifica
(dependiente del hipocampo o del estriado) puede cambiar de un aprendizaje de
lugar a uno de respuesta como resultado de repetir la experiencia por varios dias
(Packard et al., 1999); lo que supone un cambio de memoria declarativa a una de
habito. Esta evidencia sugiere una interaccion dinamica entre ambos sistemas y
una reorganizacion de su actividad dependiente de la practica (Martel et al., 2007).

Al respecto de la interaccion entre los sistemas en Mcintyre et al. (2003) se
utilizé una aproximacién neuroquimica en la que cuantificaron la concentracién de
acetilcolina en el hipocampo y en el estriado de ratas que llevaron a cabo una
tarea en un laberinto en cruz con un brazo bloqueado, después de un
entrenamiento en el que la rata va del brazo de inicio a uno de los brazos. El
laberinto se encontraba en un cuarto con numerosas pistas fuera del laberinto v,
después de que las ratas cumplieron un criterio, se les sometié a una prueba en
una situacion en la que el brazo original se bloqueé y las ratas entraron al laberinto
desde el lado opuesto. Las ratas que en la prueba entraron en el brazo del mismo
lado relativo a las pistas del cuarto fueron asignadas al grupo de “lugar” y las que
dieron la vuelta hacia el mismo lado fueron asignados al grupo de “respuesta”. Se
observd que la mayoria de las ratas cambiaron de estrategia de lugar a la de
respuesta con el entrenamiento, este cambio se vio acompanado por un cambio
en el rango de liberacién de acetilcolina (Ach) del hipocampo al estriado. Muchas
de las ratas que hicieron un cambio a estrategias de respuesta, ya avanzado el
entrenamiento, mostraron una elevacion en la liberacion de ACh en el estriado que
coincidié en tiempo con el cambio, mostrandose una interaccién dinamica entre

ambos sistemas.
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En estudios con electrofisiologia (Eschenko et al., 2007) se ha descubierto
que el hipocampo juega un papel especial pero no unico en el procesamiento
espacial, al igual que el estriado en el procesamiento de las contingencias de
reforzamiento, y que ambos sistemas representan los cambios en el contexto. El
estudio se realizé en un laberinto de cruz con tres brazos disponibles y se entrend
a las ratas para un aprendizaje de lugar o uno de respuesta: en el aprendizaje de
lugar la rata debia dirigirse a un mismo brazo, iniciando en los distintos brazos, en
el de respuesta las ratas debian de realizar la misma vuelta en el centro del
laberinto para llegar al brazo meta, después colocaron electrodos en el hipocampo
dorsal y el estriado dorsal medial del animal y posteriormente realizaron un cambio
en el cual los animales que respondian con la condicion de lugar cambiaban a la
condicion de respuesta; inversamente, los que respondian con la condicidn de
respuesta cambiaban a la condicién de lugar; un tercer cambio se realizé en
algunas de las ratas que respondian en la condicidn de lugar, cambiando la
recompensa al brazo opuesto del laberinto.

Los hallazgos demostraron que una amplia cantidad de neuronas de
ambas estructuras responden de manera similar a los cambios de estrategia.
Células en el estriado al igual que el hipocampo, muestran especificidad al campo
de lugar, es decir, responden como células de lugar y algunas otras muestran
respuestas correlacionadas con el aumento o disminucién de la velocidad vy
aceleracion. Se observd un remapeo basado en proporcion y localizacién,
sugiriendo que hipocampo y estriado codifican diferentes condiciones de tarea
como diferentes contextos. Estos resultados sugieren que el hipocampo y el
estriado dorsal son sensibles por igual a un cambio de estrategia, pero que
responden de manera diferencial a cada una de estas.

Por ultimo cabe mencionar un estudio de Mizumori et al. (2004) en el que
realizaron registros eléctricos del hipocampo dorsal y el estriado dorsal de ratas, y
los correlacionaron con las conductas durante la resolucion de tareas espaciales o
de respuesta en laberinto en cruz y laberinto radial. Descubrieron que las
representaciones que se forman durante las tareas espaciales son similares en

ambas estructuras, pero que existen diferencias. Describieron que el estriado
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contiene neuronas que codifican para determinadas conductas (por ejemplo, giros)
mientras que los codigos del hipocampo con respecto al desplazamiento del
animal son mas amplios (es decir, detectan cambios en los estados de circulacion
general, como si se producen movimientos de traslacion o no), ademas sugieron
que las células del hipocampo son en general mas sensibles al los cambios del
contexto visual y de estrategia en comparacion con el estriado.

Mizumori et al. (2004) proponen que los diferentes sistemas neurales
continuamente se involucran en tipos especificos de computos relacionados al
aprendizaje segun las demandas de la tarea, y que su influencia relativa en la
expresion puede depender de varios factores intrinsecos como la experiencia, el
estatus hormonal o la motivacion. Sugieren por ejemplo que si durante aprendizaje
la informacion del contexto espacial no es critica, la fuerza de las sefales de
salida del hipocampo pueden ser atenuadas de tal manera que los aumentos en
las senales del estriado tengan mayor influencia sobre los sistemas de produccién

de la conducta.

7. Estudios moleculares de la interaccion hipocampo-estriado.

Otro tipo de estudios, que se valen de técnicas de biologia molecular, han
permitido mapear la actividad celular en distintas estructuras neuronales bajo
diferentes tareas conductuales (Burke et al., 2005; De Leonibus et al., 2005;
Guzowski et al., 1999; Ramirez-Amaya et al., 2005). Estudios con estos métodos,
que buscan alterar o mostrar la cascada de eventos moleculares relacionados con
las procesos de la memoria muestran evidencia de cémo, por ejemplo, la
aplicacién de antagonistas de receptores a NMDA en el estriado dorsal impiden la
consolidacion de la informacién en procedimientos egocéntricos, sin afectar los
alocéntricos (De Leonibus et al., 2005).

En un estudio realizado por Martel et al. (2007) se cuantific la respuesta
cinética de la fosforalizacion de cAMP (CREB) en el hipocampo y el estriado. Con

este fin, ratones fueron entrenados para buscar una plataforma sumergida, que se
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mantenia en la misma posicion y estaba sefialada por una pista visible.
Posteriormente, los ratones eran puestos a prueba de retencion entre 1y 24 hrs, y
sacrificados en diferentes periodos para determinar el nivel de CREB en ambos
sistemas de memoria. En la sesién de prueba los ratones debian elegir entre la
plataforma sumergida en el mismo sitio en el que se encontré en el entrenamiento,
y una plataforma marcada que se situaba en el otro cuadrante del tanque.
Encontraron que la fosforalizacién de CREB se incrementa en ambos sistemas,
pero que es mayor en el hipocampo cuando ocurren cambios dependientes del
entrenamiento. Sugieren que al principio del aprendizaje ambos sistemas
participan de manera paralela, pero en una fase posterior, por ejemplo cuando el
entrenamiento se extiende, interacciones dinamicas promueven el uso del sistema
mas eficaz dependiendo de la practica.

Gill y colaboradores (2007) observaron la activacion de los genes de
expresion inmediata temprana (GEI o IEG por sus siglas en inglés) c-fos y zif268
en el hipocampo y en el estriado dorsal después de dos condiciones, una en que
ocurria un entrenamiento en una tarea en un laberinto en cruz (grupo denominado
aprendizaje de lugar), y otra en que el entrenamiento ocurria en un laberinto en
forma de T (grupo denominado aprendizaje de respuesta) (Figura 12). Durante la
prueba de “lugar” la rata es colocada al azar en cada uno de los brazos del
laberinto y la localizacién de la meta es siempre la misma. Para la prueba de
“respuesta” se removieron las pistas externas al laberinto y se les entrend en dos
fases. La fase uno consistié en cuatro bloques de pruebas. Dentro de cada bloque
se entrenaron en un mismo lugar de comienzo, y en dos sesiones se presentd una
eleccion forzada a la rata en donde sélo el inicio y la meta estaban disponibles.
Cada bloque se realizé utilizando un brazo diferente para el comienzo y el brazo
meta siempre estaba localizado a 90° del primero. Durante la fase dos, las ratas
eran colocadas al azar en algun brazo de inicio y para llegar al brazo meta debian
de dar la misma vuelta que realizaban en la fase uno. Las ratas controles se
mantuvieron en sus cajas hogar y se les realizd el procedimiento de

inmunoreactividad a c-Fos y Zif268 en hipocampo y estriado dorsal, igual que a las
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ratas de ambos grupos, con la diferencia de que a las segundas se les realizé 30 o

90 min luego de que cumplieran el criterio en la tarea.
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Prueba de lngar
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B
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Promediode Fos-1R (puntaje 2)
L
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HPC L DL

B Aprendizaje de lugar

o Aprendizaje de respuesta - Ensayo de prueba fallado
o Aprendizaje de respuesta - Ensayo de prueba pasado
o Animales control

Figura 12. Paradigma y resultados de Gill et al. (2007). En A Se presentan los procedimientos de prueba en la fase de
prueba de lugar; y en B, los procedimientos de prueba en la fase de prueba de respuesta, siendo dos los criterios para
ambas fases: 1) con varios lugares de salida, y 2) con nuevo lugar de salida. En C se muestran los promedios de las
cuentas estandarizadas para genes de expresion temprana (c-Fos) entre Hipocampo (HPC), estriado dorso medial (DM) y
estriado dorso lateral (DL) 30 min post-criterio (no se muestran resultados entre 60 y 120 min, porque no fueron
significativos) . Animales del grupo de respuesta, que respondieron correctamente durante la prueba muestran una mayor
cantidad de c-Fos en DM y DL que los que no respondieron correctamente y que los controles. Los animales del grupo de

lugar y los de respuesta que no pasaron la prueba no difieren de los controles (Gill et al., 2007)
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Sdlo se observaron cambios en c-Fos a los 30 min después de la prueba,
observandose una activacion relativamente mayor en el estriado dorsal para los
animales que exhibieron aprendizaje de respuesta, pero no para el de lugar
(Figura 12). El hecho de que encontraran estos cambios en el patron de actividad
a los 30 minutos y no entre los 60 y 120 min después de la prueba, como era de
esperarse dados los resultados de experimentos anteriores (Guzowski et al.,
2005), lo interpretan como resultado de que el tiempo que duraba su prueba era
de al menos 30 min y posiblemente el inicio de la sintesis de IEG se dio desde el
momento en que inicié la prueba.

A pesar de que el gen zif268 al igual que c-fos ha sido implicado en
procesos de consolidacion de la memoria (Hall, Thomas, y Everitt, 2001; citado en
Gill et al., 2007), en el caso del estudio de Gill et al. (2007) no se encontraron
diferencias en la activacion de las estructuras entre los grupos con diferentes
aprendizajes, dato que no llegan a discutir en su escrito. Finalmente sugieren que:
los cambios transitorios de activacion de GEI pueden actuar como un interruptor
en la codificacion de la memoria; que la elevacion de GEI, en estriado dorsal pero
no en hipocampo, puede significar una eferencia estriatal mas fuerte para expresar
los sistemas conductuales durante el aprendizaje de repuesta en comparacion con
la expresidn en hipocampo, y al mismo tiempo la combinacion especifica de
neuronas hipocampales activadas puede variar dependiendo de un cambio en la
tarea o el contexto.

La deteccion de la expresion de genes inducidos luego de la actividad
fisiolégica en neuronas (genes de expresion inmediata temprana), aporta una
resolucion anatoémica muy precisa y la posibilidad de vincular la actividad de
diferentes regiones cerebrales para el procesamiento de la informacion (Lanahan y
Worley, 1998). Particularmente, la deteccién del gen de expresion inmediata
temprana Arc (Activity Regulated Cytoskeleton) ha sido usada para estudiar los
patrones de actividad neuronal durante tareas conductuales en regiones tales
como el hipocampo, el estriado y la corteza (Guzowski et al., 1999; Ramirez-

Amaya et al., 2005; Vazdarjanova et al., 2006).
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8. Poblaciones neuronales mediante la deteccion de la expresion de Arc.

La identificacion del gen de expresion inmediata Arc o Arg 3.1 (Lyford et al., 1995;
Link et al., 1995) permitié el desarrollo de un método de imagenologia denominado
catFISH, o analisis compartamental de la actividad neuronal temporal basado en
hibridacion in situ e inmunohistoquimica fluorescente (Guzowski et al., 1999) que
hace posible mapear la actividad de poblaciones neuronales. Arc es un gen con
caracteristicas muy peculiares. De ellas, lo importante para el mapeo de la
actividad es que se expresa rapidamente a consecuencia de fuerte actividad
neuronal con una alta tasa de disparo (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 13). A consecuencia de estimulacidn
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. Estas caracteristicas permiten
identificar grupos de células activadas por un evento inmediato, cuando Arc se
localiza en el nucleo (Figura 13a) y células activadas por un evento que ocurrié 30
min antes, cuando se ve Arc en el citoplasma (Figura 13b). Las células que
presentan Arc tanto en el nucleo como en el citoplasma (Figura 13c) habran sido
activadas por ambos eventos. Arc también se colocaliza en el citoplasma con otro
gen de expresion inmediata llamado Homer1a cuando las células se activan tanto
a un evento inmediato como a un evento que ocurrié 30 min antes (Figura 13d), lo
que ha generado un método de identificacién alternativo de catFISH que utiliza

como reportero a ambos genes.
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Figura 13. Hibridacion in situ fluorescente para Arc (en Rojo) y Homer1a (en Verde), el nicleo de las células esta tefiido con
DAPI (Azul). La presencia de Arc en el nucleo (a) se debe a expresion inducida aproximadamente 5 min antes de colectar el
tejido, mientras que la presencia de Arc en el citoplasma (b) se debe a actividad que ocurri6 30 min antes. La co-
localizacién de Arc en el nucleo y el citoplasma (c), u Homer 1a junto con Arc en el nucleo (d) se debe a que la célula se
activdo 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).

Tanto la deteccidn del mensajero del acido ribonucleico (MRNA, por sus
siglas en inglés) de Arc como su proteina, puede ser usado para identificar
neuronas que subyacen a la actividad neuronal inducida por la conducta (Ramirez-
Amaya et al., 2005). La misma proporcion de células que presentan actividad
electrofisiolégica de células de lugar en un ambiente determinado, expresa Arc en
las mismas condiciones conductuales (Barnes et al., 1990; McNaughton et al.,
1994). 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).

Ademas, la proporcidon de células que expresan la proteina Arc, la cual se
detecta 30min después de la estimulacion conductual (Figura 14) resulta en la
misma proporcion de células activadas que se detecta al registrar la actividad
electrofisiolégica caracteristica de las células de lugar durante la estimulacion
conductual (Ramirez-Amaya et al., 2005). Lo que vincula la expresiéon de Arc con

la actividad neuronal responsable del procesamiento de la informacién espacial.
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Esto permite comparar la actividad particular de distintas estructuras cerebrales

activadas por un mismo evento de estimulacion (Burke et al., 2005).
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Figura 14. Proporcion de expresion de Arc en el giro dentado. En A se muestra una reconstruccion completa del GD, con los
nucleos marcados en verde con SYTOX, en rojo se muestran las células que expresan la proteina del gen de expresion
inmediata temprana Arc. En B se muestra la proporcion, del total de células granulares, que expresan la proteina de Arc en
del GD después de la exploracion espacial. En C se muestra la proporcion, del total de células granulares, que expresan el
RNAm de Arc en el citoplasma. Nétese que la expresion se mantiene por encima de los niveles basales (control) por un
periodo de al menos 8 horas (Modificada de Ramirez-Amaya; 2005).
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La deteccién de Arc nos permite identificar a los grupos de células plasticas,
ya que Arc es un gen muy relevante para la plasticidad sinaptica (Guzowski et al.,
2000; Miyashita et al., 2008). El mRNA de Arc tiene la peculiar caracteristica de
que viaja a las regiones activas de las dendritas en donde puede ser traducido
localmente (Steward y Schuman, 2003, citado Miyashita et al., 2008). La
secuencia de Arc presenta una alta homologia con a-espectrina y co-precipita con
F-actina (Lyford et al., 1995), estas son importantes proteinas del cito-esqueleto.
La expresion de Arc se induce soélo en neuronas aCaMKII positivas del estriado,
hipocampo y la corteza (Vazdarjanova, et al., 2006, citado Miyashita et al., 2008).
Esta evidencia sugiere fuertemente que la proteina Arc puede jugar un papel
importante en la plasticidad estructural de las dendritas, sin embargo, esto aun no
se ha demostrado. En estudios recientes, demostraron que Arc facilita la
endocitosis de receptores AMPA (Chowdhury et al., 2006, citado Miyashita et al.,
2008), lo cual regula homeostaticamente el niumero de receptores mGIuR1 en la
superficie de la célula y que sirve como un proceso de escalamiento sinaptico
(Shepherd, et al., 2006, citado Miyashita et al., 2008).

Todo esto es evidencia de la relevante funcion plastica de Arc para el
mantenimiento de la eficiencia sinaptica y la consolidacion de la memoria a largo
plazo, lo que se ha hecho evidente mediante el uso de oligos antisentido
administrados directamente en el hipocampo, que al inhibir la traduccién del
MmRNA de Arc a proteina impiden el mantenimiento del LTP y afectan la
consolidacion de memorias espaciales (Guzowski et al., 2000). Corroborado
recientemente con el uso de un “knock out” de Arc (Plath, et al., 2005, citado
Miyashita et al., 2008).

Tomando en consideracion la evidencia anterior, en el presente trabajo se plantea
el interés de disefiar una tarea de navegacion de ruta y una de lugar en el mismo
laberinto, para comparar las caracteristicas conductuales ante ambas tareas, con el objeto
de caracterizar el establecimiento de conductas de navegacion por ruta y espacial.
Ademas nos interesa estudiar la actividad neuronal en el hipocampo y estriado resultante
de estas tareas de navegacion valiéndonos de las ventajas de la deteccion de la proteina

de Arc para mapear la actividad neuronal ante distintas tareas conductuales. De tal forma
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pretendemos aportar evidencia de la posible participacion e interaccién del hipocampo y

estriado en la codificacién de la informacién del contexto y la navegacion espacial.

Preguntas de investigacion

¢ Qué diferencias en las conductas de navegacion despliegan las ratas que
aprenden una tarea con diferentes procedimientos de punto de partida y con
distinta configuracion de las claves en el ambiente? y ;cuales son los patrones
anatémicos de la actividad neuronal en el hipocampo y el estriado durante la

ejecucion de estas tareas de navegaciéon?

Objetivo general:

Distinguir las condiciones ambientales y las caracteristicas de la tarea que
promueven el aprendizaje por rutas y el aprendizaje espacial en un laberinto con
pasillos, asi como caracterizar la actividad neuronal asociada con cada tipo de

aprendizaje.

Objetivos particulares:

1.- Caracterizar una serie de tareas conductuales en laberintos con
diferentes condiciones que permitan distinguir entre estrategias de navegacién que
se basan en la construccién de mapas espaciales y estrategias de navegacion que
utilizan el aprendizaje por rutas. Se compararan las conductas que despliegan las
ratas cuando navegan en un laberinto con pasillos en una tarea de busqueda de
un lugar en donde se localiza el reforzador:

a) Al variar la cantidad de informacion alocéntrica y de claves de lugar.

b) Al variar el procedimiento de entrenamiento.

c) Al exponerlas al laberinto con una nueva ruta disponible de acceso a la

meta.
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2.- Detectar, mediante el uso de una técnica de inmunohistoquimica para la
proteina de Arc, la actividad en grupos de células nerviosas que responden a la
ejecucion de las tareas de navegacion por rutas y espaciales en el hipocampo y el
estriado.

Hipotesis:

Dado que el hipocampo esta relacionado con la generacion de
representaciones espaciales y el estriado con el establecimiento de relaciones
asociativas entre estimulos, esperamos:

a) Que las condiciones dentro de un laberinto con mayor cantidad de
informacion alocéntrica a la par de un entrenamiento en el cual el animal
llegue a la meta desde distintos puntos, induzcan una representacion
espacial (mapa cognitivo) y, por lo tanto, resulten en un aprendizaje de
lugar, la habilidad para tomar nuevas rutas y una mayor activacion en las
regiones hipocampales.

b) Que las condiciones con mayor cantidad de claves de lugar o con
procedimientos de salida fija induzcan la creacién de relaciones asociativas
(mapa por rutas) y, por lo tanto, resulten en un aprendizaje de respuesta,
una conducta de llegada a la meta solamente mediante la ruta que se ha
aprendido y una mayor activacion de regiones estriatales.

Las hipétesis estadisticas se enumeran en el Anexo1.

Materiales, sujetos y procedimientos:

Aparato: Se utilizé un laberinto de acrilico transparente de 95 x 105 cm. de
area con 6 pasillos interiores. El laberinto se situé sobre una mesa de 90 cm de
altura, en un cuarto aislado de ruido y con una iluminacion tenue constante. En la
parte superior del laberinto, en el techo del cuarto se colocé una camara de video,
la cual estaba conectada a una computadora y una videograbadora, localizadas en
un cuarto adyacente desde el cual se grababan las sesiones de entrenamiento y
de prueba.

Al final de cuatro de los pasillos mas largos del laberinto se encontraba un
bebedero y sb6lo uno de ellos contenia 300 yl de agua azucarada durante el
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entrenamiento. Se controlé la cantidad de informacion espacial a través de una
cortina blanca que rodeaba el laberinto en la cual se colocaron figuras geométricas
de diferentes colores y texturas. Durante el entrenamiento de navegacion espacial
(EE) y en uno de los entrenamientos de navegacion por ruta (RE), dichas figuras
funcionaron como claves espaciales; durante el primer entrenamiento de
navegacion por rutas (RL), se colocaron unicamente banderas de diferentes
colores y formas en las esquinas del pasillo central del laberinto, las cuales
funcionaron como claves de lugar, manteniéndose las cortinas blancas sin claves
(Figura 14).

Animales. Se utilizaron 11 ratas macho de la cepa Wistar de alrededor de 3
meses de edad (X =440g +44). Las ratas se separaron en cajas de policarbonato
individuales y habitaron en un ciclo invertido de luz-oscuridad 12:12 durante al
menos quince dias anteriores al experimento. El consumo de agua se mantuvo ad
libitum hasta 24 horas antes del inicio del experimento. El consumo de alimento se
mantuvo ad libitum durante todo momento.

Grupos. Se utilizaron 2 ratas control y 3 ratas por grupo en las siguientes
condiciones: entrenamiento de ruta con claves internas (RI), entrenamiento
espacial con claves espaciales (EE) y entrenamiento de ruta con claves
espaciales (RE).

Claves de lugar (L) Claves espaciales (E)

S —

Figura 15. Laberinto ciclico. A la izquierda se observa el laberinto con claves de lugar (L) y a la derecha el mismo laberinto

con claves espaciales (E).

Entrenamiento. Se peso a las ratas y se les manipulé de 5 a 10 min al dia

durante los cinco dias previos a las sesiones de entrenamiento. Veinticuatro horas
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antes del inicio de los procedimientos conductuales se privo de agua a todas las
ratas y se colocaron las claves de lugar en el caso del grupo Rl o las claves
espaciales en el caso de los grupos EE y RE, dichas claves permanecieron en el
laberinto durante el pre-entrenamiento, el entrenamiento, y las pruebas.

En la primera sesidn, o sesidon de pre-entrenamiento, se coloco a la rata en
el centro del laberinto y todos los bebederos contenian agua azucarada. Se le dejé
explorar hasta haber bebido completamente el agua de todos los bebederos. A
partir de la segunda sesion, se colocdé el agua azucarada en solo uno de los
bebederos y se establecidé un punto de salida fijo para los grupos Rl 'y RE y ocho
diferentes puntos de salida para el grupo EE (Figura 16). Cada ensayo de la
sesidn iniciaba cuando se soltaba a la rata dentro del laberinto en la posicion
adecuada segun el grupo vy finalizaba cuando bebia toda el agua del bebedero o
cuando transcurrian 60 seg, al finalizar cada ensayo se retiraba a la rata del
laberinto y se le mantenia envuelta en una toalla mientras se colocaba de nuevo
agua en el bebedero. La sesion diaria termind una vez que se completaba un
criterio de nueve ensayos en los cuales la rata bebié del bebedero-meta. Al
terminar la sesion, cada rata era regresada a su caja hogar, se le permitia beber
agua libremente durante 5 min y posteriormente se le mantuvo privada de agua
hasta la préxima sesién de entrenamiento. El laberinto fue limpiado con acido
acético al 4% para eliminar cualquier olor residual. Las ratas fueron entrenadas
con una sesion diaria durante el niumero de sesiones necesarias para que
adquieran la capacidad de llegar a la meta mostrando los siguientes criterios: a)
una latencia de llegada estable en la asintota de la curva (Rl M=8.3 seg +0.8; EE
M=12.4 seg £0.36; RE M=9.2 seg +1.5), y b) un 0% de errores.

El primer grupo en ser entrenado fue RI, posterior al sacrifico de este grupo
se continud con el EE hasta concluir con el sacrificio de ese grupo; vy, finalmente,
se llevo a cabo el procedimiento completo para el grupo RE. Las ratas controles se
mantuvieron en sus cajas hogar, una durante el entrenamiento del grupo Rl y una
durante el entrenamiento del grupo EE, fueron sacrificadas en conjunto con las

ratas de su grupo correspondiente.
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Figura 16. Procedimientos de entrenamiento de ruta o espacial. El laberinto se encuentra delineado en verde y el circulo
rojo marca la meta. Las flechas indican la o las posiciones en que era liberada la rata durante el entrenamiento. Las letras

en las flechas indican el orden de las posiciones desde las cuales se liber6 al animal durante el entrenamiento espacial.

Prueba nueva ruta. Al finalizar el entrenamiento se llevd a cabo un
procedimiento de prueba a todas las ratas para evaluar el uso de una estrategia
espacial o de ruta, para ello el laberinto fue modificado de manera que contara con
una ruta nueva directa a la meta. La sesidén de prueba consistid en tres ensayos
desde cada punto de salida, los cuales terminaban cuando la rata bebia del
bebedero-meta.

Posteriormente se reentrend a las ratas, con el mismo procedimiento con el
que fueron entrenadas durante el entrenamiento inicial durante tres sesiones y
después se les realizo la siguiente prueba conductual.

Prueba varias salidas. Se llevd a cabo en todas las ratas un procedimiento
para evaluar el uso de una estrategia espacial o de ruta con el laberinto sin
modificacion. La sesion de prueba consistid en tres ensayos desde dos puntos de
salida determinados de la siguiente manera: punto D definido como el punto mas
cercano a la meta durante la prueba de nueva ruta; y punto F definido por ser el
punto externo al pasillo central y al pasillo meta y que era cardinalmente opuesto
al punto D, ambos puntos fueron seleccionados de entre los que confirmaron el

procedimiento espacial de entrenamiento (Figura 16).
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Posteriormente, se entrend otra vez a las ratas durante tres sesiones con el
mismo procedimiento con el que fueron entrenadas durante el entrenamiento
inicial y a continuacioén se les realizé la siguiente prueba conductual. A este punto
se le determiné el “Ultimo dia de entrenamiento” y posterior a este dia se mantuvo
a los animales en su caja hogar por un dia. Al dia siguiente se les someti6 al
procedimiento de sacrificio.

Procedimiento conductual del dia del sacrificio. Aproximadamente 24 horas
antes del sacrificio se les permitié beber agua a los animales libremente durante 5
minutos en su caja hogar. En el dia del sacrificio los grupos de animales fueron
expuestos a las dos tareas de navegacion en distinto orden, realizando la primera
30 min antes del sacrificio y la segunda 5 min antes del sacrificio, ambas con una
duracién de 5 min. En el tiempo entre exposiciones los animales estuvieron en sus
cajas hogar e inmediatamente finalizando la segunda exhibiciéon los animales
fueron sacrificados por decapitacion.

Las tareas de navegacion para el procedimiento de sacrificio fueron de tipo:
A. navegaciéon por ruta y B. navegacion espacial (Figura 17). En el tipo A. el
animal fue liberado de un punto de salida fijo y el bebedero meta se mantuvo en
una posicion estable, éste procedimiento se realizd6 de la misma manera que se
realizaba durante los entrenamientos de ruta. En la tarea del tipo B. el animal fue
liberado desde cinco diferentes puntos de salida y el punto meta se mantuvo
estable, este procedimiento se realizé de manera similar al que se realizé durante
el entrenamiento de lugar, con la diferencia de la posicién y cantidad de puntos de
salida. El cuadro que se presenta a continuacion muestra el orden de las tareas a
las que fueron expuestos los sujetos de cada grupo y a los dos sujetos del grupo

control, los cuales no fueron entrenados ni expuestos a las tareas conductuales.
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Tabla 1: Procedimientos del dia del sacrificio.

Grupo

Sujeto

1a
exposicion

2da
exposicion

RI

332

333

334

EE

441

442

452

RE

502

503

504

> > > W > > >

pdlvedivslivsivslivsibANvsllvs]

Control

443

512

Tabla 1. Tipo de tarea a la que fueron expuestas las ratas el dia del sacrificio. El procedimiento de las exhibiciones Ay B se

muestran en la Figura 16. Los sujetos control permanecieron en sus cajas hogar antes del sacrificio. (RI: grupo de

entrenado por ruta con pistas internas; EE grupo entrenado espacialmente con pistas externas; RE; grupo entrenado por

ruta con pistas externas)

Exhibicion A (Ruta)

Exhibicion B (Espacial)

o — 5

=

4

=

Figura 17. Procedimientos de exhibicion de tipo ruta (A) o espacial (B) para el dia del sacrifico. El laberinto se encuentra

delineado en verde y el circulo rojo marca la meta. Las flechas indican la (A) o las (B) posiciones en que era liberada la rata

durante el entrenamiento. En B, los numeros indican el orden en que era liberado el animal desde cada posicion.

Andlisis conductual. Durante todas las sesiones de entrenamiento y de

prueba se utilizo el sistema de captura SMART® (San Diego Instruments, San

Diego, CA, EUA), con el cual se registro la conducta de la rata mediante el analisis

de la imagen en video y de este modo se monitorearon los eventos conductuales.
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En las sesiones de entrenamiento se monitorearon las siguientes
conductas: recorrido, latencia de llegada a la meta y errores. En las pruebas
conductuales se monitorearon los eventos conductuales: recorrido, latencia de
llegada a la meta, errores, titubeos, eleccion de la ruta entrenada, cruces por el
nuevo pasillo (sélo en la prueba de nueva ruta), y distancia.

El recorrido se registro por medio de una linea de diferente color en cada
ensayo (por ejemplo: sesion 2 en Figura 21) que mostrd la ruta que siguié la rata
al desplazarse a través del laberinto desde el punto de partida hasta donde se
localizo el reforzador.

La latencia de llegada a la meta es el tiempo en segundos que demoro la
rata en desplazarse a través del laberinto desde el punto de partida hasta donde
se localizo el reforzador.

Los errores se consideraron como cada evento en el cual la rata tomaba
una ruta distinta a la ruta mas directa al bebedero desde su punto de salida.

Los titubeos se consideraron como cada evento en el cual la rata
desplazaba las cuatro patas dentro de algun pasillo del laberinto y, antes de tomar
otro pasillo, realizaba un giro de 180° y se desplazaba de regreso al punto donde
habia entrado al pasillo.

La conducta de eleccion de la ruta entrenada se consider6 como cada
evento durante las pruebas conductuales en que la rata llegaba al bebedero
recorriendo la ruta que utilizé al menos en dos de los tres ensayos anteriores a la

primera prueba conductual.

Los cruces por el nuevo pasillo se consideraron cada evento en el cual la
rata se desplazo a través del nuevo pasillo disponible durante la prueba nueva ruta

seguido de beber en la meta

La distancia es la cantidad de centimetros que recorrié la rata al
desplazarse a través del laberinto desde el punto de partida hasta donde se

localiz6 el reforzador.

Procedimiento de sacrificio y obtencion de tejido cerebral. Inmediatamente

después de la segunda tarea a la que fueron expuestos las ratas el dia del
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sacrificio, fueron sacrificadas por decapitacion. Los cerebros se extrajeron
rapidamente y se colocaron en un molde de plastico de PVC, el cual se sumergid
en una solucion de 2-methly-butano, enfriada a ~ -30°C mediante un bafio en
alcohol etilico y hielo seco. Ya congelados, los cerebros se almacenaron en un
congelador a -70°C; y posteriormente fueron seccionados con el uso de una matriz
de seccion para tejido de 2.7 x 2.5 de area interior (Electron Microscope
Sciences®). Se selecciond solo el hemisferio izquierdo por cada animal (las
comparaciones de la expresion inter-hemisféricas no mostraron resultados
estadisticamente significativos), partiendo desde la mitad del fornix hasta el final
de la corteza entorrinal, se utilizé como referencia el limite entre la corteza y el
cerebelo (el procedimiento con la matriz fue el siguiente: se colocd la primera
navaja en el limite de la corteza y el cerebelo; la segunda, 2 mm anterior a la
primera; y la tercera 8 mm, anterior en relacién a la segunda) (Figura 18-A), de tal
manera que todas las hemisecciones, de cada uno de los animales presentaron
una altura semejante de corte (0.5 mm). Ademas, para garantizar la mejor
equidistancia en la altura antero-posterior posible, se colocaron los cerebros en el
molde de plastico con la parte posterior en la base del molde, ya que esta regién
era la mas equidistante. De esta manera, en un molde de plastico se colocé la
mitad del cerebro de un animal de cada uno de los grupos, y se cubri6 con “Tissue
tek OCT®” (Figura 18-B) y se congeld rapidamente con hielo seco para generar un

bloque sdlido.

Figura 18. Procedimiento de
construccion del bloque; cada
bloque contiene un cerebro de
cada grupo experimental (8
cerebros maximo). En A) se
muestra como se corta un
cerebro en la matriz de
seccion; en B) se observan
los hemicerebros montados
en un molde con una base de
“Tissue tek OCT®”; en C) se
muestra un  bloque de
cerebros montado en el
criostato, y también se aprecia

un corte listo para montar en

la laminilla.
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Como resultado se formaron dos bloques, encontrandose en el primero
siete muestras de hemicerebros de cada uno de los diferentes grupos y el
segundo cuatro muestras de los grupos restantes como se muestra a continuacion

en la Figura 19.

N e N
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VAO1-03 VAO1-03
Bloque 1 Bloque 2

Figura 19. Muestra la distribucion de las muestras de hemicerebros en el Bloque 1 (a la izquierda) y el Bloque 2 (a la

derecha).

Con el uso de un criostato Leica 1850 a ~ -18°C se seccionaron los bloques
con los cerebros a 20 um de grosor (Figura 18-C). Cada seccidén se mont6 en una
laminilla (Superfrost VWR). De esta manera cada laminilla contenia siete o cuatro
hemi-secciones del cerebro de cada uno de las ratas de los diferentes grupos.
Este arreglo permitié reducir la variabilidad de la tincion entre los animales de los
diferentes grupos. La variabilidad que se observa en la tincién entre las diferentes
laminillas, aun cuando son tefidas todas al mismo tiempo, puede afectar la
interpretacion de los resultados, por ello cada animal se compara con su propio
control colocado en el mismo bloque. Los tejidos montados en las laminillas se
dejaron secar y se almacenaron en cajas oscuras herméticas (para evitar la
entrada de luz y humedad en el tejido) y se congelaron a -70 °C hasta que se

efectud el procedimiento histolégico.
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Histologia. Ocho laminillas de cada bloque se seleccionaron a partir de la
parte medial del hipocampo dorsal y la parte medial del estriado. El tejido se fijé en
el 2% de paraformaldehido, 7.4pH, durante 5 min y se lavaron en 2SSC, (30 mM
cloruro de sodio, 30 mM citrato de sodio, pH 7.0), seguido de 50:50% acetona /
metanol a 4 ° C, durante 5 minutos. El tejido se lavd en 2 SSC y 0,05% de Tween
20 y se enfrio en 2 SSC y 1% H»0, de 15min. Tras el bloqueo con el tyramide kit
de amplificacion de sefal (TSA) buffer de bloqueo (Perkin Elmer Life Sciences,
Emeryville, CA, EUA.). Las laminillas fueron incubadas 48 hrs a 4° en anti-Arc
anticuerpo policlonal de conejo (1:800) provisto por el laboratorio del Dr.Worley.
Se colocaron posteriormente en incubacion con el anticuerpo secundario anti-
conejo biotinilado (VectorLaboratories, Burlingame, CA, EUA.) durante 2 horas a
temperatura ambiente, seguida por el sistema de amplificacion avidina-biotin
(VectorLaboratories) por 45 min. La tincién fue visualizada usando el sistema de
fluorescencia cyanine3 (CY3) TSA (Perkin Elmer Life Sciences), y los nucleos se
tinen con Sytoxgreen (MolecularProbes, Eugene, OR, EUA.). Ninguna tincion se
detectd en la ausencia de los anticuerpos primarios o secundarios.

Microscopia fluorescente. Se obtuvieron imagenes de secciones
inmunofluorescentes (3 0 4) usando un objetivo apocromatico de 10X/0.45 con el
software de imagenes para Mosaico X en el sistema Apotome (Zeiss ® Standort
Gotinga - Vertrieb Deutschland) para obtener imagenes de la seccion coronal
completa que contenian el hipocampo dorsal o el estriado, como se muestra en la
Figura 19. Los parametros de imagen se ajustan con la sefal de la tincion
observada en el tejido del animal control en cada laminilla y mantenido por el resto
del procedimiento de imagenes de cada laminilla.

Andlisis de las imagenes. Las imagenes colectadas se utilizaron para medir
el area ocupada por la sefal de tincidon de Arc (en rojo) la cual fue corregida por la
region determinada por el verde de la contratincion con Sytox (Invitrogen ®
Carlsbad, California), utilizando el software de imagen Metamorph (Dispositivos
Moleculares ® Downingtown, PA). En resumen, se definié una regién de interés
(RQI), se selecciond utilizando el area ocupada por la sefial de la contratinciéon que

marca los nucleos celulares de todas las células y nos permite identificar las
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diferentes regiones anatomicas del hipocampo y estriado. Una vez que el ROI se
sefald, se estableci6 un umbral (treshold) en la imagen del animal control
correspondiente a una laminilla (Figura 20), y una vez establecidos estos
parametros se utilizaron para el resto de imagenes de los otros animales de la
misma laminilla. Esta medida dio lugar a una cuantificacion en cifras brutas de la
cantidad de senal de Arc presente en cada region del hipocampo y estriado de los

animales que ejecutaron la tarea en el laberinto y la correspondiente al control.

Figura 20. Muestra el proceso de analisis de la imagen, las lineas amarillas sobre la imagen del cerebro son las zonas
seleccionadas por el ROI. En la figura de la izquierda se muestra al hipocampo: CA1, CA3, giro dentado y subiculo. En la

figura de la derecha se muestra al estriado: dorsal, lateral medial y ventral.

Cuantificacion y andlisis estadistico. Se obtuvieron datos promedio grupales
para las conductas de latencia y distancia. Para el caso de las conductas de
titubeo, eleccidn de ruta entrenada, errores y cruce por la nueva ruta se contabilizé
la cantidad de ensayos en que el animal present6 cada conducta, se obtuvo el
porcentaje de estos ensayos por posicion de salida y posteriormente se obtuvieron

los promedios.
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Se aplicé la prueba de normalidad Kolmogorov Smirnov para todas las
variables conductuales e histologicas medidas. Se tomaron los datos promedio de
cada animal, y se corri6 la prueba para la muestra de cada grupo
independientemente. Al ser aceptados los supuestos de que las muestras de los
grupos no difieren significativamente de una muestra normal teérica generada por
el programa estadistico, se procedio a realizar la prueba de Bartlett para probar la
homogeneidad de varianzas para cada variable conductual e histolégica. Para
correr esta prueba se introdujeron los datos por grupo de: cantidad de cuentas (n),
promedio y desviacion estandar. Al ser aceptado el supuesto de que las varianzas
de los grupos no difieren significativas se realizaron analisis de varianza (ANOVA);
de no ser aceptados estos supuestos o los de normalidad se analizaron los
resultados a través de la prueba Kurskal Wallis.

Después de haber sido aceptados los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, para cinco sesiones de entrenamiento de diferentes
puntos del entrenamiento (dos al inicio, dos intermedios y uno al final), se le aplicé
ANOVA para medidas repetidas con pruebas post hoc a las latencias del
entrenamiento de cada grupo por separado para probar la efectividad y el
establecimiento del entrenamiento utilizando como factor el grupo y como medida
repetida las latencias.

Las diferencias entre grupos para las conductas de latencia, registradas en
la pruebas conductuales, se probaron mediante la prueba post hoc de Bonfferoni
para un ANOVA de una via utilizando como factor el grupo y como dependiente
las latencias En los casos de las demas conductas (distancias, errores, titubeos,
cruces por el pasillo de la nueva ruta y eleccidén de ruta entrenada) dichos
supuestos fueron rechazados, por lo tanto se utilizé la prueba Kurskal Wallis
utilizando U de Mann Whitney como prueba post hoc.

Para los datos histologicos se obtuvo un indice de area con sefial de Arc
dividiendo el area total de cada estructura entre el area total resultante del umbral
seleccionado para la sefial de Arc. Se obtuvo un promedio grupal de este indice y
se probo el efecto de las condiciones experimentales mediante un ANOVA de una

via, utilizando como factor el grupo. Posteriormente, las diferencias intergrupales
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se probaron mediante la prueba post hoc de Bonferroni. El nivel alfa considerado

fue del 5% para todas las pruebas.

Resultados

Del entrenamiento conductual.

En el establecimiento de una conducta espacial guiada a una meta, el
programa de registro SMART nos arrojo los “paths” o rutas que exhibié cada
animal durante el entrenamiento (Figuras 21, 22 y 23), en los cuales se observa
como los animales, a medida que avanzdé el entrenamiento, tomaban rutas cada
vez mas directas. Se observo que durante los ensayos iniciales de los tres grupos
los individuos se desplazaban a través de todo el laberinto. Dicha conducta se
mantuvo durante al menos las primeras cinco sesiones y se observé en todos los
grupos, pero de una manera menos acentuada en el grupo EE.

En los ensayos finales, se observo una tendencia de los animales a tomar
la misma ruta en todos los ensayos, siendo esta ruta la mas directa en casi todos
los casos, con excepcion de un animal del grupo RI (sujeto 333), el cual establecid

una ruta distinta a la mas directa.
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RI

332

333

334

Figura 21. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo RI durante el entrenamiento con puntos de salida fijo,

apareciendo en cada laberinto nueve ensayos con el mismo punto de salida. El laberinto se encuentra delineado en verde,

en el cual el circulo rojo delinea la zona meta. En la parte superior de cada laberinto aparece la sesion respectiva.
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Figura 22. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo EE durante el entrenamiento con puntos de salida variable,

apareciendo en cada laberinto uno de los nueve ensayos. El laberinto se encuentra delineado en verde, en el cual el circulo

rojo delinea la zona meta. En la parte superior de cada laberinto aparece la sesion.
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Figura 23. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo RE durante el entrenamiento con puntos de salida fijo,
apareciendo cuatro sesiones representativas, una en cada laberinto con nueve ensayos. El laberinto se encuentra delineado

en verde, en el cual el circulo rojo delinea la zona meta. En la parte superior de cada laberinto aparece la sesién respectiva.

La latencia durante el entrenamiento mostré una curva de aprendizaje en
los tres grupos (Figura 24), con una disminucion significativa de la latencia hacia la
asintota. Se muestra la cantidad de sesiones de entrenamiento para cada grupo
antes de la primera prueba conductual, siendo 25 para el grupo RI, 18 para el EE y
17 para el RE. Después de haber sido aceptados los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas para cinco sesiones de entrenamiento de diferentes
puntos del entrenamiento (sesiones 2, 3, 8, 9 y 16), el ANOVA para medidas
repetidas (Rl F,2.: 18.084, p< 0.0001; EE F,2,: 7.589, p<0.0001; RE F,,: 16.227,
p<0.0001) muestra una disminucién significativa de la latencia . El analisis post
hoc mostré el establecimiento de las latencias a partir de la sexta sesion en el
caso de Rl y a partir de la octava en EE y RE al mostrar diferencias no
significativas entre esa sesidn y las posteriores.

Observamos que a lo largo del entrenamiento el grupo RI mantuvo las

menores latencias.
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Latencia promedio de llegada al bebedero
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Figura 24. Promedio grupal de la latencia de llegada al bebedero por sesion, a lo largo del entrenamiento y el dia de las
pruebas. Las flechas indican las sesiones de prueba conductual (de izquierda a derecha: prueba nueva ruta en negro,
prueba conductual varias salidas en negro punteada, prueba A del dia del sacrificio en morado y prueba B del dia del

sacrificio en morado punteada.

Prueba nueva ruta

En la prueba con nueva ruta disponible, los animales exhibieron rutas para
llegar a la meta que se pueden diferenciar claramente a las que exhibieron en los
primeros dias del entrenamiento. En esta prueba los animales realizaron
recorridos mas directos hacia la meta, utilizando en algunos de los casos el pasillo
de la nueva ruta para llegar al bebedero sobre todo desde las posiciones de salida
C y D. Vale la pena senalar a un sujeto del grupo RI (334) en el cual se observo
que durante uno de los ensayos saliendo de la posicion C se dirigid a la meta a
través del pasillo con la nueva ruta disponible, pero antes de llegar a la meta
regres6 a la posicion de salida y utilizd la ruta que seguia durante el
entrenamiento.

En las siguientes figuras (25, 26 y 27), se puede observar de manera

cualitativa que los animales también mostraron conductas de titubeo, utilizaron
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rutas que no son las mas directas al bebedero (errores), ademas de rutas distintas

a las que utilizaron durante los ultimos dias del entrenamiento.

RI
332
333
315
334 ,
;Dﬂ
175 7.08 6.22 268 358 3.45
5.22 4.18 683 276 314 266

Figura 25. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Ruta con pistas internas durante la prueba con la nueva ruta,
apareciendo en cada laberinto tres ensayos con el mismo punto de salida. El laberinto se encuentra delineado en verde, en
el cual el circulo rojo delinea la zona meta y el punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la posicién
en que fue colocada la rata. Los pasillos de la ruta entrenada aparece delineada en amarillo y el de la nueva ruta en azul.
En la parte superior de cada laberinto aparece marcado con una letra (A-F) el tipo de salida y en la parte inferior aparece la
latencia promedio.
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Figura 26. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Espacial con pistas externas durante la prueba con la nueva
ruta, apareciendo en cada laberinto tres ensayos con el mismo punto de salida. El laberinto se encuentra delineado en
verde, en el cual el circulo rojo delinea la zona meta y el punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la
posicién en que fue colocada la rata. El pasillo de la nueva ruta se encuentra delineado en azul. En la parte superior de

cada laberinto aparece marcado con una letra (A-F) el tipo de salida y en la parte inferior aparece la latencia promedio.
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Figura 27. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Ruta con pistas externas durante la prueba con la nueva ruta,
apareciendo en cada laberinto tres ensayos con el mismo punto de salida. El laberinto se encuentra delineado en verde, en
el cual el circulo rojo delinea la zona meta y el punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la posicién
en que fue colocada la rata. El pasillo de la nueva ruta se encuentra delineado en azul. En la parte superior de cada

laberinto aparece marcado con una letra (A-F) el tipo de salida y en la parte inferior aparece la latencia promedio.
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Las latencias que mostraron los animales durante la prueba nueva ruta
(Figura 28) presentan diferencias entre grupos (F 26= 24.49, p= 0.001; RE
M=8.4seg +1.38 > Rl M=4.1seg £0.97 > EE M=3.4seg +0.46), siendo el grupo RE
el que exhibié una latencia significativamente mas alta que los grupos Rl y EE
(P<0.0001 ambas).

Latencias promedio en
prueba nueva ruta
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Figura 28. Media de la latencia por grupo para el dia de la prueba nueva ruta. El asterisco sefiala las diferencias

significativas entre el grupo RE y EE, mientras que el corchete las diferencias entre RE y RI.

Al analizar las latencias de llegada al bebedero en la prueba nueva ruta por
posicién de salida (Figura 29), observamos diferencias entre los grupos para D y
para los demas puntos de salida (F;, ¢= 19.34, p= 0.002 y F, = 24.68, p=0.001),
presentandose una latencia del grupo RE significativamente mayor comparada
con los otros dos grupos (RI, p= 0.001; EE, p = 0.002) para el punto de salida D y
para los demas puntos de salida (RI, p = 0.001; EE, p = 0.003). Entre los grupos
RI'y EE se observan latencias similares, siendo mayor la latencia del grupo EE en

la posicion de salida D, y el grupo RI en el promedio de las demas salidas.
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Figura 29. Media de la latencia por tipo de salida para el dia de la prueba nueva ruta. El asterisco sefiala las diferencias

significativas entre el grupo RE y EE, mientras que el corchete las diferencias entre RE y RI.

Las distancias recorridas entre los animales de los diferentes grupos
durante la prueba nueva ruta no presentaron diferencias (EE M=212cm 129 > RI
M=207 cm +£12.8 > RE M=173 +3) estadisticamente significativas (Anexo 2).

En la figura 30 se observa una cantidad de titubeos notoriamente mayor en
el grupo RE con respecto al grupo RI y con respecto al grupo EE desde el punto
de salida D, mostrando el grupo RE un porcentaje de titubeos mayor al 50%
(M=56 £ 19). Al mismo tiempo, se muestra que el grupo EE mostré una cantidad
de 0% de titubeos al salir del punto de salida D en todos los casos, siendo este el
tope maximo de ejecucion efectiva de esta conducta. Las diferencias significativas
entre los grupos (H=6.23, p=0.044) se observan especificamente entre el EE y RE
(p=0.034). Por otro lado, el promedio de las demas salidas no muestra diferencias
entre los grupos, el grupo RE mantuvo un porcentaje de titubeos similar al que
presentaron los otros dos grupos, a diferencia de la alta cantidad de titubeos que

mostré en la salida D.
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Titubeos en prueba nueva ruta
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Figura 30. Porcentaje promedio grupal obtenido para las conducta de titubeo por posicion de salida el dia de la prueba

nueva ruta. El asterisco sefiala las diferencias significativas entre el grupo RE y EE.

La probabilidad de eleccién de la ruta entrenada en la prueba nueva ruta
(Figura 31), al igual que en el caso de los titubeos, mostré diferencias significativas
unicamente en el caso de la posicidén de salida D. Las diferencias significativas se
observan unicamente en D (H=6.2; p=0.045), entre todos los grupos (RI-EE
p=0.033, RI-RE p= 0.043, EE-RE p=0.023), siendo menor la cantidad de eleccién
de la ruta entrenada en el grupo Rl en comparacion con el grupo EE y el RE, éste
ultimo significativamente mayor a EE. Para esta conducta se observa
especificamente la salida A, que es la salida desde donde fueron entrenados los
animales de ruta, y la salida F, como una salida de referencia contraria a D. En
ambas salidas no hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
En el caso de A, los tres grupos se mantienen cerca de un 100% de eleccion de la
ruta entrenada, aunque en el grupo RE se observa una disminucion (M=78% +19).
En el caso de F se observa que el grupo EE se mantiene en un nivel alto de
eleccion de un 67% (+33), mientras que el grupo Rl se muestra a un nivel menor

de un 44% (+38) y el grupo RE muestra el nivel mas bajo con un 33%(z0).
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Eleccion de ruta entrenada en prueba nueva
ruta
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Figura 31. Probabilidad promedio de eleccién de la ruta entrenada el dia de la prueba nueva ruta, obtenido por posiciéon de

salida y expresada en porcentajes. El corchete las diferencias entre RE y RI.

Los errores en la prueba nueva ruta, se consideraron como la proporcién
de ensayos en los que el animal no tomé la ruta mas directa a la meta para los
puntos de salida C y D; se consideré como ruta mas directa a la nueva ruta o la
ruta que se consideraba mas directa durante el entrenamiento. A pesar de que las
diferencias no fueron estadisticamente significativas para esta conducta, es
importante sefialar que se observan los mismos patrones que mostraron en la
conducta de titubeos (Figura 30) de una mayor cantidad por el grupo RE, seguido
del grupo EE y por ultimo el grupo RI (Figura 32). Cabe mencionar que la
magnitud de errores que presentan los tres grupos en minima, mostrandose un

maximo de un 18% en toda la prueba.
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Figura 32. Promedio grupal del porcentaje de errores obtenido el dia de la prueba nueva ruta.

La conducta de cruce por el pasillo de la nueva ruta (Figura 33) fue

diferente entre los grupos unicamente en D (H= 7.08; p=0.029), (Figuras 24, 25y

26). El grupo RI en promedio presentd una proporcion mas alta en la posicion D,

siendo el dato mayor de toda la prueba (78% > 33% > 11% > 4%). El grupo RE

exhibié la menor cantidad de cruces en toda la prueba. Los grupos Rl y EE

mostraron un porcentaje cercano a cero en los demas puntos de salida. Las

diferencias intergrupales significativas se observan entre el grupo de ruta con

pistas externas (RE) en comparacion con los otros dos (RI-RE p= 0.033 y EE-RE

p=0.029).
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Cruces por el nuevo pasillo en la prueba
nueva ruta.
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Figura 33. Promedio grupal del porcentaje de cruces por el pasillo de la nueva ruta obtenido por posicion de salida el dia de
la prueba Nueva Ruta. El asterisco sefiala las diferencias significativas entre el grupo RE y EE, mientras que el corchete las

diferencias entre RE y RI.

Prueba conductual varias salidas

En la prueba de varias salidas los animales exhibieron rutas similares a las
que expresaron en la prueba nueva ruta, las cuales se pueden diferenciar de las
que exhibian en los primeros dias del entrenamiento por mostrar menor
desplazamiento a través de todo el laberinto. En las siguientes figuras (34, 35y
36) se puede observar de manera cualitativa que los animales mostraron
conductas de titubeo y que utilizaron rutas que no son las mas directas al
bebedero (errores) y rutas distintas a las que utilizaron durante los ultimos dias del
entrenamiento. Se observaron diferencias entre los grupos con respecto a la
posicion de salida D, la cual es la que se encontraba mas cercana al pasillo con la
nueva ruta durante la prueba nueva ruta, desde este punto de salida se observa
una tendencia de los animales de los grupos Rl y RE a girar 90° a la izquierda,
dirigiéndose hacia la zona central, a diferencia de los animales del grupo EE, que
realizan un giro de 180° dirigiéndose hacia el lado oeste del pasillo central. En el
caso de F, los animales del grupo Rl y RE realizaron giros de 90° a la izquierda
dirigiéndose a la zona central del laberinto, mientras que los animales de grupo EE

tendieron a realizar giros de 180° dirigiéndose a la esquina sureste del laberinto,
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tendencia que se observa de manera similar en la posicion de salida F de la

prueba nueva ruta.
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Figura 35. Recorrido que presentaron los
sujetos del grupo espacial con pistas
externas durante la prueba de varias
salidas, apareciendo en cada laberinto
tres ensayos con el mismo punto de
salida. El laberinto se encuentra delineado
en verde, en el cual el circulo rojo delinea
la zona meta, y el punto de salida se
encuentra marcado con una flecha que
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Figura 36. Recorrido que presentaron los
sujetos del grupo ruta con pistas externas
durante la prueba de varias salidas,
apareciendo en cada laberinto tres
ensayos con el mismo punto de salida. El
laberinto se encuentra delineado en
verde, en el cual el circulo rojo delinea la
zona meta, y el punto de salida se
encuentra marcado con una flecha que
indica la posicion en que fue colocada la
rata. En la parte superior de cada
laberinto aparece marcado con una letra
(D, F) el tipo de salida.
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Figura 34. Recorrido que presentaron los
sujetos del grupo ruta con pistas internas
durante la prueba de varias salidas,
apareciendo en cada laberinto tres ensayos
con el mismo punto de salida. El laberinto se
encuentra delineado en verde, en el cual el
circulo rojo delinea la zona meta, y el punto
de salida se encuentra marcado con una
flecha que indica la posicion en que fue
colocada la rata. Los pasillos de la ruta
entrenada aparece delineada en amarillo y el
de la nueva ruta en azul. En la parte superior
de cada laberinto aparece marcado con una

letra (D, F) el tipo de salida.
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Las latencias que mostraron los animales durante la prueba varias
salidas (Figura 37) presentan diferencias intergrupales, (EE M=9.0s+1.18 > RE
M=5.3st 0.24 > Rl M=3.9s10.84; F, 9= 6.86, p= 0.028), siendo el grupo EE el que
exhibié una latencia mas alta que los grupos Rl y RE, resultando una diferencia
significativa entre Rl y EE (p=0.011). A diferencia de las tendencias que se
mostraron en la prueba nueva ruta donde el grupo de ruta con pistas externas
(RE) era el que mostraba la mayor latencia, en este caso el grupo que tardé mas,

significativamente, en llegar al bebedero fue el grupo EE.
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Figura 37. Promedio de la latencia por grupo, el dia de la prueba varias salidas
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Al analizar las latencias de llegada al bebedero en la prueba varias salidas
por posicion de salida (Figura 38) observamos diferencias significativas entre Rl y
EE (p=0.004) en la posicion de salida D (F2, o= 9.89; p=0.012). La mayor la latencia
fue la expresada por el grupo EE. En el caso de la posicidn F, no se presentaron

diferencias significativas.
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Figura 38. Promedio de la latencia por tipo de salida, el dia de la prueba varias salidas. El asterisco sefala las diferencias

significativas entre el grupo RE y EE.

Las distancias que mostraron los animales durante la prueba varias salidas,
al igual que en la prueba nueva ruta no resultaron significativas (Rl M=219.32+3.8
> EE M=204.25+7.6 > RE M=201.21£3.3) (Anexo 3).

En la conducta de titubeo en la prueba varias salidas para las posiciones D
y F (Figura 39) no se observaron diferencias significativas (Figura 39): result6é de

11% para los grupos Rl y EE por igual, y mayor para el grupo de RE con un 44%.
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Figura 39. Frecuencia promedio grupal obtenido para las conducta de titubeo por posicion de salida el dia de la prueba

varias salidas.

El porcentaje de eleccion de la ruta entrenada en la prueba varias salidas

(Figura 40) mostro diferencias significativas entre los grupos, unicamente en la

posicién de salida D (H= 5.95; p=0.04); el grupo EE presenté un porcentaje del

100%, seguido del grupo RI con un porcentaje cercano al 50% y el grupo RE

presenté un 0%. Se observé una clara diferencia entre los grupos Rl y RE

(p=0.033) y entre EE y RE (p=0.003). En la posicion F se observa que la

proporcion de esta conducta para el grupo EE es la mas alta, acercandose al

100% y que los otros dos grupos se mantuvieron en un intermedio M=56% (RI

+36; RE + 11).

73



Eleccion de la ruta entrenada en
prueba varias salidas
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Figura 40. Promedio grupal del porcentaje de eleccion de la ruta entrenada obtenido por posicion de salida el dia de la
prueba varias salidas. El asterisco sefiala las diferencias significativas entre el grupo RE y EE, mientras que el corchete las

diferencias entre RE y RI

En la prueba varias salidas (Figura 41) los grupos mostraron las mismas
tendencias que mostraron en la conducta de errores en la prueba nueva ruta:
mayor cantidad por el grupo RE, seguido del grupo EE y, por ultimo, el grupo RI.
El grupo EE no mostré errores, a diferencia de 4% (x6) que mostrd en la prueba
nueva ruta. Los demas grupos se mantuvieron en un nivel de errores similar entre

las pruebas.
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Figura 41. Promedio grupal del porcentaje de errores obtenido por posicién de salida el dia de la prueba varias salidas.
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Dia del sacrificio
En la prueba conductual del dia del sacrificio las ratas ejecutaron la prueba
de tipo ruta de una manera similar a la manera en que ejecutaban en las sesiones

inmediatamente anteriores (Figura 42, 43 y 44).
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Figura 42. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Ruta con pistas internas durante las pruebas conductuales
realizadas el dia del sacrificio, la A con el mismo punto de salida, y la B con diferentes puntos de salida, apareciendo en
cada laberinto un ensayo. El laberinto se encuentra delineado en verde, en el cual el circulo rojo delinea la zona meta, y el
punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la posicion en que fue colocada la rata. En la parte
superior de cada laberinto aparece marcado con un numero (1-5) el tipo de salida. Las imagenes de laberinto faltantes son

ensayos en los cuales el sistema de registro fallo en arrojar el dibujo del recorrido.
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Figura 43. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Espacial con pistas externas durante las pruebas conductuales
realizadas el dia del sacrificio, la A con el mismo punto de salida, y la B con diferentes puntos de salida, apareciendo en
cada laberinto un ensayo. El laberinto se encuentra delineado en verde, en el cual el circulo rojo delinea la zona meta, y el
punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la posicién en que fue colocada la rata. En la parte
superior de cada laberinto aparece marcado con un numero (1-5) el tipo de salida. Las imagenes de laberinto faltantes son

ensayos en los cuales el sistema de registro fallé en arrojar el dibujo del recorrido.
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Figura 44. Recorrido que presentaron los sujetos del grupo Ruta con pistas externas durante las pruebas conductuales
realizadas el dia del sacrificio, la A con el mismo punto de salida, y la B con diferentes puntos de salida, apareciendo en
cada laberinto un ensayo. El laberinto se encuentra delineado en verde, en el cual el circulo rojo delinea la zona meta, y el
punto de salida se encuentra marcado con una flecha que indica la posicion en que fue colocada la rata. En la parte

superior de cada laberinto aparece marcado con un numero (1-5) el tipo de salida.

Las latencias que mostraron los animales durante la prueba conductual del
dia del sacrificio (Figura 45) no presentan diferencias significativas entre grupos;
en A se observaron latencias similares a las de los ultimos dias del entrenamiento
(RE M=6.6s+1.9 > RE M=9.1st£2 > EE M=9.3st1), y en B se observaron latencias
mayores y las mismas tendencias (Rl M=8.9st4.5 > RE M=13.2s13.4 > EE
M=15s%4.). Las barras de error nos muestran en B (en el cual el procedimiento fue

espacial) una mayor variabilidad.
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Figura 45. Promedio de la latencia por grupo, el dia de la prueba sacrificio en la exposiciéon conductual A con procedimiento

de ruta, y B con procedimiento espacial.

Resultados histoldgicos

Las imagenes obtenidas por medio del microscopio de fluorescencia

muestran a primera vista una mayor saturacion de la sefal de Arc (en rojo) en los

animales expuestos a la exploracion espacial en comparacion con los controles

(Figura 46).
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Figura 46. Mosaicos reconstruidos de imagenes obtenidas por el microscopio Apotome, se presenta el corte completo de 4
cerebros, A y B de la misma altura correspondiente a hipocampo; y C y D de la misma altura correspondiente a estriado. Ay

C de cerebros control y B y D de cerebros experimentales del grupo RE. La linea blanca indica una escala de 1000 pm.

El ANOVA factorial para el indice del area de senal de Arc en las diferentes
subregiones estriatales mostré diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (Figura 47). En el estriado dorsal se pudo observar una expresion
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significativamente mayor de la proteina de Arc (F3z 11=10.36; p= 0.0001) en el
grupo de RI con respecto al grupo de EE (p= 0.007). A su vez, la actividad de los
grupos RI y RE fue significativamente mayor con relacién a la del grupo control (p<
0.0001 y p= 0.0003, respectivamente). La magnitud de la expresion de Arc en el
grupo RE indica que su actividad oscila entre la observada en los dos grupos Rl y
EE.

En el estriado ventral (F3, 11=4.237; p=0.014) se observo una activacion sin
diferencias significativas entre el grupo EE, el grupo RE y el control, destacando
una expresion de la proteina de Arc significativamente menor del grupo RI con
respecto al grupo EE (p= 0.002). Al igual que en el caso anterior, la tendencia de
la actividad del grupo RE, muy similar a la del grupo control, parece oscilar entre el
intervalo de magnitud de actividad expresado entre el grupo EE y RI.

En el estriado lateral se observd una mayor expresion de la proteina Arc
en los grupos Rl y EE con respecto al control (F3 11=5.58; p=0.004). Los grupos
entrenados no mostraron diferencias significativas entre si.

En el estriado medial se observd una expresién de la proteina de Arc
significativamente mayor (F3; 11=10.58; p<.0001) en el grupo RI con respeto al
grupo EE (p= 0.003), y una vez mas, la tendencia de la actividad del grupo RE
parece oscilar entre el intervalo de magnitud de expresion entre el grupo Rl y EE.
La magnitud de la expresion de Arc en el grupo control, al igual que en el estriado
dorsal es significativamente menor con respecto a los grupos entrenados por
procedimiento de ruta (RI-C, p< 0.0001; RE-C, p= 0.003).
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Figura 47. indice (area activada/area total) promedio del area en pixeles medida por el ROI de sefial inmunofluorescente
para la proteina del gen Arc en las diferentes subregiones estriatales para los diferentes grupos. D=dorsal; V=ventral;
L=lateral; MED=medial.

En las diferentes regiones hipocampales (Figura 48), el ANOVA factorial
para el indice del area de sefal de Arc mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. En la capa inferior del giro dentado (F3, 11=5.083;
p=0.0067) se observd una tendencia de menor expresion de la proteina de Arc
para el grupo EE con respecto a los otros dos grupos experimentales. Se observd
una mayor expresion de Arc en los grupos entrenados con respecto al control,
siendo significativa en los grupos RI (p=.001) y RE (p= 0.004).

En la capa superior del giro dentado se observd una expresion
significativamente diferente (F3 11=9.968; p=0.0002). El grupo RI presentd una
mayor expresion de Arc con respecto al grupo EE (p= 0.0004). Las diferencias
significativas con respecto se observaron en el caso de Rl (p< 0.0001) y RE (p=
0.004).

En la regién de CA1 (F3, 11=12.670; p<0.0001) se observo una tendencia de
menor expresion de la proteina de Arc en el grupo EE, en comparacién con Rl y
RE, los cuales mostraron una magnitud de expresion similar. En esta subregién
las diferencias significativas se presentaron con respecto al control en los tres
grupos entrenados (RI-C, p< 0.0001; EE-C, p= 0.0004; RE-C, p< 0.0001).

En CA3 se observd en general una magnitud de expresidn menor a la

presentada en CA1. De igual forma que en CA1 y giro dentado, en CA3 se
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observd una expresion menor del grupo EE con respecto a los grupos entrenados
por procedimientos de ruta (Fs 11=6.537; p=0.0019). De manera similar a la
expresion en estriado dorsal y medial la tendencia de la actividad del grupo RE
parece oscilar entre el intervalo de magnitud expresada por los grupos EE y RI.
La expresion de los grupos entrenados es mayor con respecto al control, siendo
esta diferencia significativa para Rl (P= 0.0005) y RE (P= 0.002).

En la regién del subiculo (Fs, 11=11.716; p<0.0001) se encontré la mayor
expresion de los grupos Rl y EE conforme a las demas regiones hipocampales, y
las tendencias de expresion mostraron en este caso una mayor similitud entre la
magnitud de expresion de los grupos Rl y EE. El grupo Rl se present6 por unica
ocasion con la menor magnitud de expresion, aunque similar a la expresion de EE.
Las diferencias con respecto al control se presentaron en todos los grupos (Rl y
EE p< 0.0001; RE p=0.0006).
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Figura 48; Muestra el indice (area activada/area total) promedio del area en pixeles medida por el ROl de sefal
inmunofluorescente para la proteina del gen Arc en las diferentes subregiones hipocampales para los diferentes grupos.
GDI=giro dentado inferior; GDS=giro dentado superior; SUB=subiculo.
Discusion.

El objetivo de nuestra investigacion fue distinguir si las diferentes

condiciones ambientales y de procedimiento a lo largo de tareas de navegacion
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eran capaces de inducir diferencialmente un aprendizaje por rutas o uno espacial,
asi como el estudiar como estan asociados estos diferentes tipos de aprendizaje
con ciertas estructuras cerebrales. Los resultados conductuales obtenidos nos
permitieron observar la adquisicién de diferentes estrategias para la resolucién de
una tarea de navegacion bajo dos procedimientos distintos, que se les adjudica
ser dependientes de la actividad de dos sistemas diferentes de memoria, uno
espacial y uno de respuesta. Ademas, la actividad neuronal cuantificada nos
permitié observar que las diferentes condiciones del entrenamiento indujeron una
expresion caracteristica de Arc en estos dos sistemas que involucran
importantemente al hipocampo y al estriado.

En primer lugar, la adquisicion de una ruta hacia la meta establecida en las
ratas del grupo entrenado por ruta con pistas internas, al salir de un punto unico
de salida, requiri6 de mas sesiones de entrenamiento con respecto al grupo
entrenado espacialmente. Lo anterior es consistente con la idea de que un
entrenamiento de ruta requiere del establecimiento de programas de conducta
motora automatizados (habitos), como resultado de la creacibn de memoria
procedimental o motora (Packard y McGaugh, 2007).

El establecimiento de este tipo de programas motores tipo habito, requiere
la creacion de conexiones fronto-cortico-estriatales (Wise et al., 1996), acorde con
la idea de la funcién que tienen las conexiones directas y somatotopicamente
organizadas entre el estriado lateral dorsal con la corteza motora para el
establecimiento de un aprendizaje de respuestas motoras poco flexibles (Crutcher
y Alexander, 1990). Los circuitos cortico-estriatales, en especial los infra-limbicos y
los sensoriomotores con el estriado dorsolateral, parecen participar en la transiciéon
a procesos de decision que implica conductas tipo habito asociados con
aprendizaje sensoriomotor (Balleine et al., 2007). En contraste con el
establecimiento de estas respuestas, los aprendizajes espaciales requieren
inclusive de una sola exposiciéon a un ambiente rico en informacion espacial, para
que el sistema neuronal principalmente definido por el sistema hipocampal,
establezca alguna memoria contextual (Cammarota et al., 2005; Miyashita et al.,
2009).
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Por otro lado, las latencias del grupo entrenado por procedimiento de ruta
con pistas internas fueron menores durante todo el entrenamiento. Este dato
puede ser una evidencia conductual que indique el uso de una estrategia estriatal
eficaz, basada en movimientos automatizados y utilizando solamente asociaciones
entre la informacioén cinestésica con pequenas senales visuales, como en el caso
de aprendizaje asociativo de tipo E-R (Mizumori et al., 2000). Se puede sugerir
que este tipo de aprendizaje egocéntrico resulta en conductas con menor
posibilidad de variacion y, por ello, de menor latencia.

Una mayor latencia de respuesta en las tareas espaciales puede estar
relacionada con un procesamiento de informacion neural enfocado a la toma de
decisiones, consistente a lo que expresan Johnson et al. (2007), ya que al
observar la conducta de animales en un aparato de entrenamiento espacial,
detectaron que los animales realizan pausas en puntos de decision, durante las
cuales orientan sus sistemas sensoriales hacia diferentes opciones potenciales.
Ellos consideran que este tipo de conducta representa el aprendizaje vicario de
prueba y error o VTE (por sus siglas en inglés, Vicarious Trial Error) cuando se
presenta en las primeras fases del entrenamiento anteriores a la automatizacion.

La mayor latencia de los animales entrenados espacialmente una latencia
puede deberse asi, a que su conducta no automatizada requiere de un mayor
procesamiento de toma de decisiones implicado en conductas de tipo VTE, las
cuales se han relacionado con la actividad del hipocampo en estudios anteriores
como el de Hu y Amsel (1995, citado en Johnson et al., 2007).

En nuestro experimento, durante la prueba conductual nueva ruta,
observamos que las ratas entrenadas con el procedimiento espacial tendian a
tomar la nueva ruta mas veces desde varios puntos de salida aunque esta no
fuera la ruta mas directa en todos los casos. Esto supone una conducta mas
flexible que la expresada por las ratas entrenadas con procedimiento de ruta.
Consistente con las hipotesis de O’Keefe y Nadel (1978) y con los experimentos
de Tolman (1948), las ratas con un mapa mas amplio del ambiente, como las
entrenadas espacialmente, fueron entonces capaces de generar no solo rutas mas

cortas o atajos sino también nuevas rutas. Asi, parece claro que un animal que ha

84



tenido la oportunidad de aprender diferentes formas de llegar a una meta en un
espacio y, por tanto, mantiene una representacion mas completa del mismo, es
capaz de utilizar varias de las conductas eficaces posibles para resolver un
laberinto que tiene disponibles diferentes rutas posibles de llegada a una meta.
Esto es acorde con disefios experimentales previos, que indujeron una conducta
espacial egocéntrica o alocéntrica (DeLeonibus, et al., 2005), o un aprendizaje de
respuesta o de lugar (Gill, et al., 2007), dependiendo de si la rata ingresaba al
aparato desde el mismo punto de partida o desde distintos puntos
respectivamente.

Durante la prueba conductual nueva ruta se observdé una proporcion de
errores, titubeos y latencias de ejecucidon mas alta, asi como una menor eleccion
de la ruta entrenada por parte de las ratas entrenadas con procedimientos de ruta,
indicando una mayor exploracion del ambiente. Sugiero que dichas diferencias son
debidas a que estas ratas no lograron una representacion completa del laberinto,
al no tener la oportunidad de asociar durante el entrenamiento diferentes puntos
de salida dentro del laberinto con la meta, y por tanto requirieron de una mayor
exploracion del laberinto durante la prueba para poder encontrar algun punto
asociado a la ruta que habian establecido.

Las conductas de titubeo manifiestan una especial importancia para indicar
la estrategia cognitiva utilizada, las cuales coincidieron en su definicidén
operacional con las conductas llamadas de tipo VTE por Johnson et al. (2007).
Siguiendo la idea de Johnson et al., considero que al momento que la rata realiza
un titubeo, estaria realizando una toma de decisiones; por tanto, la mayor cantidad
de titubeos que se presentd en las ratas entrenados por ruta, durante la prueba
nueva ruta, se debe a que necesitaron realizar mayor procesamiento para la toma
de decisiones al ser expuestos a situaciones novedosas en el mismo ambiente.

Entonces, y acorde con nuestras hipdtesis, los titubeos son evidencia que
indica el tipo de mapa espacial que poseian nuestras ratas: un “mapa angosto”
para los grupos de ruta y un “mapa completo” para los grupos espaciales. Acorde
con ello, las diferencias en las estrategias de navegaciéon entre nuestros grupos se

presentaron para el grupo espacial, el cual desde el punto de partida D no exhibid
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titubeo alguno y al mismo tiempo presentd una cantidad notable de cruces por el
nuevo pasillo, lo que sugiere un amplio conocimiento del laberinto por parte de
estos animales.

Durante la prueba de la nueva ruta, el grupo entrenado por ruta con pistas
internas realizé un porcentaje de cruces por el nuevo pasillo desde la posicion de
salida D mayor al que presentaron los otros dos grupos. Pese a que esta conducta
de tomar atajos en un principio parece ser opuesta a las hipotesis del trabajo, es
perfectamente consistente con la idea de que las ratas de ese grupo exhibieran
conductas de tipo E-R debido a un aprendizaje de asociacion entre pequefias
pistas con puntos exactos del recorrido en el laberinto (White, 2004). Las ratas
entrenados por ruta generan una representacion puntual del espacio y, dado que
en la posicion de la salida D tenian visibilidad del bebedero meta desde su punto
de salida, considero que se dirigieron directo al mismo, ya que éste fungié como
clave de lugar. Lo cual es congruente con la hipotesis de Bennet (1996) de que los
animales son incapaces de adquirir representaciones completas del espacio (tipo
mapa cognitivo) y en cambio crean asociaciones entre claves de lugar y
posiciones especificas (tipo aprendizaje E-R). Bennet, por lo tanto, sugeria que si
un animal tenia visibilidad de las claves de lugar asociadas a un punto meta desde
un punto distinto al habitual, era capaz de tomar otras rutas mas directas hacia la
meta.

Los casos en que observamos que la rata se dirigié directo a alguna pista
visible relacionada con punto de la ruta que habia aprendido, constituyen datos
que apoyan la hipdtesis de la capacidad de los animales para tomar atajos
utilizando un sistema de memoria de tipo E-R. Este suceso no se presentd con el
grupo RE, probablemente a causa de que este grupo se le entrend con una
cantidad pobre de pistas cercanas y, por tanto, no le fue posible establecer de
manera exitosa asociaciones entre la meta y pistas cercanas como el bebedero.

Se puede considerar que el rendimiento mostrado por el grupo RE, durante
las primeras fases del entrenamiento, estuvo mediado por una estrategia de
aprendizaje espacial, en este las pistas externas son asociadas con toda una zona

del laberinto, es decir, existe una representacion global del espacio. A medida de
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que fue avanzado el entrenamiento, debido a que la rata salia siempre del mismo
punto de salida, se debid6 de haber establecido una estrategia de ruta, o de
acuerdo con otros estudios, un aprendizaje de respuesta como resultado de la
practica (Chang y Gold, 2002; Packard y McGaugh, 1996); reflejando un cambio
de memoria declarativa a memoria procedimental o de habito (Packard, 1999). Al
momento de la prueba con la nueva ruta, la rata llegé al reforzador siguiendo la
ruta que utilizaba habitualmente, desde los puntos iniciales de la misma,
orientandose con la cantidad limitada de pistas locales del laberinto y de pistas
inespecificas externas del mismo, debido a que el aprendizaje resultante del
entrenamiento se inclina hacia una estrategia de navegacion por ruta con una
pobre asociacion de las conductas con las pistas espaciales. Las condiciones del
entrenamiento resultaron para el grupo RE en una ejecucién con mayor cantidad
de errores, latencia mas alta y una cantidad nula de cruces por el nuevo pasillo
durante la prueba nueva ruta, asi como en una mayor cantidad de titubeos durante
ambas pruebas, mostrando ser el grupo con la ejecuciéon mas deficiente.

Las conductas en la prueba de varias salidas se presentaron muy similares
a las obtenidas durante la prueba nueva ruta, observandose en este caso que el
grupo EE mostré una menor cantidad de errores como era esperado. Del mismo
modo el grupo RE fue el que cometié una mayor cantidad de errores y titubeos,
sblo que en este caso el grupo EE no presentd errores, posiblemente porque no
existia ningun cambio en la configuracion de laberinto que dificultara su ejecucion
y porque tuvo una representacidon mucho mas rica sobre el laberinto.

La evidencia conductual obtenida apoya parcialmente la hipdtesis de Collet
y Graham (2004) acerca del establecimiento de una estrategia de ruta cuando
existe una mayor cantidad de pistas egocéntricas y una pobre cantidad de
alocéntricas; y el establecimiento de una estrategia de tipo espacial cuando las
pistas en mayor cantidad o mas sobresalientes son alocéntricas. La excepcion a la
hipotesis de Collet y Graham (2004) se observa en las conductas inducidas como
resultado del entrenamiento del grupo RE, en el cual la cantidad de pistas
alocéntricas era mayor pero el procedimiento fue de ruta. Las conductas que

refleja el grupo RE no parecen guiarse por una estrategia claramente definida, ya
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que durante ambas pruebas exhiben una conducta de busqueda del centro del
laberinto al inicio de la prueba, lo que coincide con una estrategia espacial;
aunque posteriormente realizaron una conducta motora inflexible para llegar a la
meta, que coincide con una estrategia de ruta. Esta combinacion de estrategias
alude a la discusion acerca de la interaccion que puede existir entre los sistemas
estriatal e hipocampal, que abordaré mas adelante.

Al respecto de los resultados histolégicos, en general se observd una
cantidad significativamente mayor de la proteina Arc en el hipocampo y en el
estriado de los grupos experimentales con respecto al control (con excepcion del
estriado ventral). Esto sugiere que ambas estructuras presentan actividad eléctrica
de alta frecuencia durante la tarea de navegacion a la que fueron sometidos los
animales el dia del sacrificio y, por tanto, sabemos que participan en el
procesamiento de informacion para las conductas de navegaciéon que indujimos
en los tres grupos. La deteccion de proteina Arc apoya en este sentido la nocion
de que ambas estructuras estan activas durante la resolucion de tareas espaciales
(Mizumori, 2004) y que realizan un manejo paralelo de diferentes tipos de
informacion (Martel et al., 2007). Esta actividad paralela parece resultar en una
interaccion dinamica en la cual el sistema mas adaptado a la resolucion de la tarea
es el que provee la eferencia conductual (Martel et al., 2007), lo cual puede ser
observado en el caso de nuestros animales para los que las estrategias de
navegacion fueron distintas entre los grupos.

La actividad hipocampal para los grupos experimentales se mostro inversa
a las hipdtesis iniciales del trabajo, puesto que se mantuvo una mayor actividad
promedio para el grupo de procedimiento de ruta con claves internas y una menor
para el grupo espacial. Para explicar este resultado a primera vista contradictorio,
podemos apoyarnos en los resultados de Guzowsky et al. (2001) y Gill, et al.
(2007), los cuales también encontraron expresion de genes inmediatos en el
hipocampo de animales que aprendieron procedimientos de respuesta y no
encontraron diferencias significativas entre la expresion en estos animales y la
observada en animales que aprendieron procedimientos de lugar. Segun esta

hipotesis, el sistema hipocampal esta involucrado en la adquisicion vy
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mantenimiento de diferentes tipos de informaciéon necesaria para las tareas de
navegacion, la cual es utilizada en paralelo con la informacion que utiliza el
sistema estriatal para el establecimiento y mantenimiento de los aprendizajes de
respuesta. Consistente con las conclusiones de Compton (2004), ambos sustratos
neuroanatdmicos estan involucrados con la adquisicion y mantenimiento de
diferentes tipos de informacion y lo realizan en paralelo.

Al analizar las diferencias subregionales de ambas estructuras se
observaron algunos resultados relevantes. En el hipocampo, en el area de la capa
superior del giro dentado se presentdé una mayor expresién para el grupo con
estrategia de ruta a diferencia del grupo espacial. Previamente se ha mostrado
una diferencia en la expresion de Arc entre ambas capas del hipocampo,
vinculando a la capa superior del giro dentado con actividad conductual espacial
(pero no con actividad general o novedosa); en contraste, las células de la capa
inferior del giro dentado no respondieron a este tipo de conductas (Chawla et al.,
2005). Asi, pues, nuestros datos muestran una activacion de las capas del giro
dentado acorde con lo esperado para el grupo espacial y una expresion mayor en
el grupo RI, dato que podria indicar algun tipo de funcién de la capa superior del
giro dentado en el uso de una estrategia de tipo ruta; o por otro lado, y como
discutiremos mas a detalle, también para las demas regiones del hipocampo, una
mayor cantidad de neuronas activadas en el sistema hipocampal para el grupo RI
por un escaso refinamiento de la red hipocampal en estos animales dado que se
valieron mas de la red estriatal.

A diferencia del hipocampo, el estriado mostr6 en general un area
proporcionalmente mayor de activacion, tanto en los grupos experimentales como
en los controles, apareciendo entonces como una estructura con una mayor
actividad de transcripcion basal de la proteina Arc. La magnitud de activacion en el
estriado dorsal y medial se presentd similar entre los grupos control y espacial, y
mayor para los grupos de ruta, sefalando que la actividad de estas regiones esta
relacionada con una estrategia de ruta (Hartley y Burgess, 2005); o la existencia
de una eferencia conductual mas fuerte en los aprendizajes de respuesta,

consistente con lo que sugieren los resultados de Gill et al. (2007.
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En otros estudios se ha diferenciado la actividad del estriado de manera
general, encontrando diferencias entre las regiones ventral y dorsal (Schultz et al.,
1998; De Leonibus et al., 2006; Wickens, 2007). En nuestro caso, observamos en
la actividad de subregiones del estriado dorsal y medial una expresion diferencial
entre los grupos similar a la esperada —mayor para los grupos de ruta y menor
para los grupos control y espacial-, lo que sugiere que estas subregiones estan
mas fuertemente relacionadas con los aprendizajes de ruta. En el estriado dorsal-
lateral no se encontraron diferencias entre los grupos, pero si con respecto al
control, probablemente debido a la funcidon de sefalizacion temporal de presencia
de refuerzo que se le adjudica a esta zona (Wickens et al., 2007). En el estriado
ventral se encuentra una expresion similar al control, para los grupos de ruta,
ademas se observd una expresion significativamente mayor para el grupo EE con
respecto al RI, dato que podria estar sefialando la participacion del estriado ventral
en las memorias espaciales alocéntricas, como ya habian observado De Leonibus
et al. (2006).

Las diferencias en el area de sefial de Arc en hipocampo estan sujetos a
dos fendmenos importantes; el primero versa acerca de una menor actividad en
hipocampo observada en el grupo espacial al compararlo con los grupos de
respuesta, fenomeno que propongo se debe a un proceso de refinamiento de la
red (Hebb, 1949 citado 2002; Sakurai, 1999) hipocampal para el grupo espacial.
Siguiendo la idea que nos presentdé Packard (1999), los animales del grupo
espacial (EE) y los del grupo de ruta (RI), debieron de iniciar el entrenamiento
utilizando el sistema hipocampal y en algun momento el grupo de ruta realizé un
cambio de estrategia a una estriatal; mientras tanto el grupo espacial refinaba la
red neural hipocampal (Sakurai et al., 1999). El segundo fenbmeno se presenta
con respecto a la actividad que muestra el grupo de ruta con pistas externas al
laberinto, el cual presenta una magnitud de area activada oscilante entre la del
grupo de ruta y la del grupo espacial (la cual considero oscilante y no solo
intermedia ya que su dispersion se acerca a la magnitud de activacién de ambos
grupos), en el estriado dorsal, medial y en el area CA3 del hipocampo. Dicha

actividad oscilante coincide con la presencia de caracteristicas conductuales de
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este grupo que le hacen oscilar entre estrategias de navegacion de ruta y
espaciales, y coincide también con las caracteristicas del entrenamiento, las
cuales combinan un procedimiento de ruta con claves espaciales. Este grupo
muestra una actividad intermedia tanto en hipocampo como en estriado, lo cual
supone un uso de ambos sistemas de memoria para la resolucion de la tarea
espacial, mostrando una interaccion entre ambos sistemas.

La naturaleza de la interaccion entre ambos sistemas para este grupo aun
no se muestra clara: podria ser cooperativa (White y Mc Donald, 2002), como
resultado del uso de una combinacién entre estrategias, valiéndose de la mayor
cantidad de informacion alocéntrica y egocéntrica posible cuando la cantidad de
ambos tipos de informacion no es suficiente por si sola; o competitiva (Da Cunha
et al., 2007; Compton, 2004), al presentarse una interferencia entre la eferencia
conductual de un sistema y otro, resultando en el uso de una u otra estrategia de
manera alternante, sin mostrarse alguna de las dos con la suficiente practica como
para resultar la estrategia mas efectiva.

La actividad en las diferentes subregiones hipocampales mostrada en los
tres grupos sustenta una actividad paralela de ambos sistemas, lo que indica su
interaccion en las conductas de navegacion en general. La naturaleza de esta
interaccion no ha sido mostrada totalmente en el presente estudio y puede ser
puesta a prueba en posteriores estudios mediante la lesion o inactivacion de
alguno de los sistemas en ratas entrenadas con procedimientos de ruta o
espaciales, entonces al realizar pruebas conductuales podremos observar una
mejoria en la ejecucidon en comparacion a la de controles entrenados, si la
interaccion fuera de interferencia o, por el contrario, una ejecucién pobre 0 menor
en el caso de una interaccion cooperativa. Seria de interés realizar esta
inactivacion de las estructuras antes del entrenamiento y durante diferentes puntos
del mismo en otro experimento similar para observar la naturaleza de la
interaccion de estas estructuras en la adquisicion y mantenimiento de estrategias
de navegacion, asi como para observar si existe algun efecto de cambio de

estrategia resultante de la practica.
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El presente estudio muestra limitaciones en la manera de inducir de manera
totalmente irrefutable la induccion de diferentes estrategias de navegacion en un
mismo laberinto y de demostrar de la misma manera el establecimiento de una u
otra de las estrategias, problema que se ha presentado de manera constante en
este tipo de trabajos. Por tanto deja con sus limitaciones la necesidad de realizar
posteriores estudios que presenten analisis mas profundos o mas eficaces al
respecto de las conductas y se controlen de diferentes maneras la induccion de
diferentes estrategias de navegacion para asi develar cada vez mas tanto el
sustrato neural que da como resultado las conductas de navegacion, asi como los
mecanismos implicados en la representacion del espacio.

Finalmente, con respecto al método de cuantificaciéon de proteina de Arc
que utilizamos, queda para futuras incursiones el refinamiento cuantitativo de las
diferencias que observamos entre las estructuras y sus subregiones. La
cuantificacion de cada area puede ser realizada por medio de un conteo con
resolucion celular, con el cual obtendremos una cantidad total de células y la
proporcion de células positivas para sefal de proteina de Arc. Dichos datos
mostraran de manera mas fina el uso diferencial de cada red neuronal bajo cada
condicion experimental y permitiran probar la confiabilidad de esta nueva técnica
de cuantificacion que hemos generado. La cual resultaria entonces en un gran
avance metodoldgico que nos permitira estimar cantidades de neuronas activadas
ante un evento conductual, en amplias regiones cerebrales del animal intacto, e
inclusive mapear la actividad del cerebro completo susceptible a reconstrucciones

tridimensionales.

Conclusiones

El presente estudio resulta en datos que apoyan la nocién de una necesaria
interaccion entre la actividad de estructuras del sistema nervioso para la
integracion de una conducta de navegacion, especificamente una interaccion entre
el hipocampo y el estriado.

Se logré disefiar un modelo conductual en un laberinto de pasillos que

permite comparar el papel que juegan las pistas internas y externas en la
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adquisicion de una tarea dirigida a una meta. Al modificar el tipo de entrenamiento
y el contexto espacial, definido por el tipo de sefales que el animal tenia
disponibles para guiar su recorrido, logramos obtener datos de la interaccién entre
el sistema de navegacion de ruta, o procedimiento, y el sistema de navegacion
espacial, o también llamado de lugar.

Se detecté que cuando se entrena a ratas para utilizar una estrategia de
ruta combinada con pistas externas, los individuos presentan un deterioro
significativo para resolver la tarea cuando ésta se encuentra modificada en algun
aspecto (en el caso de este trabajo por la posibilidad de una nueva ruta o la salida
desde un punto distinto al utilizado en el entrenamiento).

Observamos que ratas entrenadas en condiciones que inducen un
aprendizaje de tipo ruta y las entrenadas espacialmente son capaces de tomar
una nueva ruta de llegada a la meta, sin ser necesario que esta conducta refleje
una estrategia cognitiva espacial, en las ratas de los grupos de ruta que tomaron
el atajo al reconocer claves de lugar familiares.

La actividad neuronal cuantificada por medio de una técnica de
inmunohistoquimica que detecta la proteina de un gen de expresion inmediata
temprana Illamado Arc produjo evidencia neuroanatomica que indica la
participacion funcionalmente diferencial de las neuronas hipocampales vy
estriatales en las diferentes condiciones de navegacién; nos permitié6 observar la
induccién de un grado caracteristico de activacion de las redes hipocampales vy
estriatales dependiendo cada condicion experimental del entrenamiento.

La actividad en el area dorsal y el area medial del estriado dorsal estan
relacionadas en la ejecucién de tareas de navegacion guiadas por claves
egocéntricas. La actividad de las subregiones hipocampales al momento de
ejecutar tareas de navegacion tanto egocéntricas como alocéntricas, sustenta una
actividad paralela de los sistemas estriatales e hipocampales.

El nivel intermedio de actividad en hipocampo y estriado que presento el
grupo entrenado con procedimiento de ruta en presencia de claves alocéntricas,
comparado contra el grupo espacial y el de ruta, indica una interaccion entre

sistemas que proponemos como cooperativa.
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Anexos

Anexol. Hipotesis estadisticas.

1.

Hi: Las condiciones dentro de un laberinto con mayor cantidad de
informacion alocéntrica, a la par de un entrenamiento en el cual el animal
llegue a la meta desde distintos puntos inducen un aprendizaje de lugar.

Ho: Las condiciones dentro de un laberinto con mayor cantidad de
informacion alocéntrica, a la par de un entrenamiento en el cual el animal

llegue a la meta desde distintos puntos no inducen un aprendizaje de lugar.

Hi: Las condiciones dentro de un laberinto con mayor cantidad de
informacion alocéntrica, a la par de un entrenamiento en el cual el animal
llegue a la meta desde distintos puntos resultan en una mayor activacion en
las regiones hipocampales.

Ho: Las condiciones dentro de un laberinto con mayor cantidad de
informacion alocéntrica, a la par de un entrenamiento en el cual el animal
llegue a la meta desde distintos puntos no resultan en una mayor activacion

en las regiones hipocampales.

Hq: Las condiciones con mayor cantidad de claves de lugar inducen un
aprendizaje de respuesta.
Ho:. Las condiciones con mayor cantidad de claves de lugar no inducen un

aprendizaje de respuesta.

Hi: Las condiciones con mayor cantidad de claves de lugar inducen
activacién de regiones estriatales.
Ho: Las condiciones con mayor cantidad de claves de lugar no inducen

activacién de regiones estriatales
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. Hy: Las condiciones con procedimientos de salida fija inducen un
aprendizaje de respuesta.
Ho:. Las condiciones con procedimientos de salida fija no inducen un

aprendizaje de respuesta.

. Hy: Las condiciones con procedimientos de salida fija inducen activacion de
regiones estriatales.
Ho: Las condiciones con procedimientos de salida fija no inducen activacién

de regiones estriatales

. Hy: El establecimiento de un aprendizaje de lugar promueve la habilidad
para tomar nuevas rutas.
Ho: El establecimiento de un aprendizaje de lugar no promueve la habilidad

para tomar nuevas rutas.

. Hy: El establecimiento de un aprendizaje por ruta resultara en una conducta
de llegada a la meta solamente mediante la ruta que se ha aprendido.

Ho: El establecimiento de un aprendizaje por ruta no resultara en una
conducta de llegada a la meta solamente mediante la ruta que se ha

aprendido.
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Anexo 2. Distancias en prueba nueva ruta.

Distancias promedio en
prueba nueva ruta
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0
Figura 49, Promedio de las distancias por grupo, el dia de la prueba Nueva Ruta.
Anexo 3. Distancias en prueba conductual varias salidas.
Distancias promedio en prueba
varias salidas
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Figura 50. Promedio de las distancias por grupo, el dia de la prueba varias salidas.
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