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Resumen

Los pulpos muestran un amplio abanico de conductas, que podrian ser indicador de diferentes
capacidades cognitivas, producto de su compleja organizacion cerebral, incluyendo memoria.
La tarea de reconocimiento de objeto novedoso (RON) es abundantemente utilizada para el
estudio de la memoria en vertebrados y se ha propuesto como un solido candidato para
evaluar la memoria en diferentes grupos taxondmicos, permitiendo evaluaciones similares y
comparables entre ellos. Si bien, en cefalépodos, varios reportes de investigacion podrian
indicar que reconocen objetos en su entorno, sin embargo, hasta el momento no ha sido
estandarizado como un paradigma experimental, que permita evaluar diferentes fases de la
memoria, utilizando inhibidores de sintesis de proteinas. En este trabajo se utilizaron técnicas
histologicas para caracterizar la organizacion cerebral de Octopus maya; asi como
paradigmas conductuales y manipulacion farmacologica. Se encontrd que O. maya posee la
capacidad para reconocer objetos novedosos. Ademads, la memoria de reconocimiento a largo
plazo es susceptible a la inhibicion de sintesis de proteinas. Se observd que para lograr el
reconocimiento de objetos, los pulpos utilizan la vision y la exploracion tactil en objetos
nuevos, mientras que los objetos familiares solo necesitan ser explorados de forma tactil; lo
que podria indicar la presencia de una representacion multi-modal de los objetos en el
animal. La interrupcion de la memoria a largo plazo por la inhibicion de sintesis de proteinas
indica la existencia de una fase de consolidacion durante la formacion del recuerdo. Esta es
la primera vez que se muestra a un invertebrado realizando la tarea RON, de manera similar
al paradigma que se utiliza con vertebrados. Estos resultados plantean la oportunidad de
utilizar una tarea simple y rapida para evaluar la memoria en pulpos y facilitar la comparacion

entre otros grupos taxondmicos, en los que esta tarea es ampliamente utilizada.
Palabras clave:

Organizacion cerebral, Exploracion; Memoria; Objeto novedoso; Pulpo; Reconocimiento,

Comportamiento.



Abstract

Octopuses display a wide range of behaviors, which could be indicative of different cognitive
skills, including memory. The novel object recognition (NOR) task is widely used to study
memory in vertebrates and has been proposed as a strong candidate to assess memory in
different taxonomic groups, allowing similar and comparable assessments between them.
Although, in cephalopods, several research reports could indicate that they recognize objects
in their environment, until now, it has not been evaluated as an experimental paradigm, which
allows evaluating different phases of memory, using protein synthesis inhibitors. In this
study, it is shown that Octopus maya can differentiate between a new and a familiar object
and that in this paradigm, long-term memory is susceptible to protein synthesis inhibition.
To achieve object recognition, octopuses use vision and tactile exploration of new objects,
while familiar objects only need to be explored by touch, which could indicate the presence
of a multi-modal representation of the objects. Interference of long-term memory by
inhibition of protein synthesis indicates the presence of a consolidation phase during memory
formation. To my knowledge, this is the first time an invertebrate has been shown performing
the NOR task, similar to how it is performed in vertebrates. These results raise the
opportunity to use a simple, fast task to assess memory in octopuses and facilitate comparison

between other taxonomic groups, in which this task is widely used.
Keywords:

Exploration, Memory, Novel object, Octopus, Recognition, Behavior.



Introduccion

La memoria, igual que las otras capacidades cognitivas, surge como resultado de la
organizacion estructural y temporal de los diferentes componentes del sistema nervioso, es
decir, la memoria es una propiedad emergente de un sistema nervioso (SN). Por tanto,
comparar la fisiologia y organizaciéon anatémica y temporal de diferentes SN es una
oportunidad para comprender cuales son los requerimientos necesarios y suficientes para que
surja esta propiedad emergente. Sabemos que existen diferentes tipos de memoria y cada una
de ellas dependera de diferentes componentes, siendo que las condiciones necesarias para
que surja la propiedad emergente seran distintas y no comparables entre si. Por ejemplo,
durante el aprendizaje por sensibilizacion del sifon en Aplysia californica, se requiere de un
tipo de memoria motora, no declarativa. Esta memoria depende de la conectividad entre tres
neuronas (motora-sensitiva y moduladora), asi como de la plasticidad sinaptica, modulada
por los neurotransmisores: serotonina, glutamato y acetilcolina (Kandel et al. 2014), mientras
que en ratas la memoria de condicionamiento al miedo requiere de la conectividad de miles
de neuronas entre la corteza prefrontal, amigdala basolateral, amigdala central y el nticleo
paraventricular del tallamo (Penzo et al. 2015). Como se entiende de los ejemplos anteriores,
no es posible comparar tareas o capacidades cognitivas entre distintos grupos, a menos que

se cuente con una tarea conductualmente similar.

Encontrar tareas que nos permitan esta comparacion nos ayudaria a contestarnos ;cudl es la
organizacion espacial y temporal necesaria para lograr los distintos tipos de memoria, en
diferentes animales? Esta pregunta es crucial para el avance de las neurociencias pues nos
ayudaria a comprender las bases fisicas de la memoria y las leyes fisicas y fisioldgicas que
la rigen. Una posible aproximacidn para contestar esta pregunta es el método comparativo y
los modelos animales que se comparen dependeran del tipo de memoria que nos interese
investigar. Un buen comienzo es comparar la memoria en mamiferos con otro taxén
sumamente alejado, filogenéticamente hablando, pero que es capaz de mostrar aprendizajes
similares y, por tanto, memorias muy parecidas a las de mamiferos. Un grupo que cumple

con esta particularidad es, por ejemplo, el de los cefalopodos.

Los cefalopodos como modelo de estudio no son ajenos a la investigacion neurobioldgica.

Los fisidlogos Alan Hodgkin y Andrew Huxley (1952) recibieron el Premio Nobel de



Fisiologia o Medicina de 1963 gracias al calamar y sus axones gigantes, que ayudaron al diio
a establecer los conceptos basicos de los canales i6nicos y como el sistema nervioso conduce
las corrientes eléctricas. Durante las siguientes dos décadas surgi6 un auge por el estudio de
los cefalépodos y sus sistemas nerviosos; no obstante, éste perdid su impulso durante un
tiempo, principalmente debido a la dificultad para trabajar con estos organismos, asi como al
auge en los estudios en otros modelos, principalmente mamiferos (Nakajima et al. 2018). Sin
embargo, a partir del inicio de este siglo se ha retomado el estudio en cefaldopodos. El uso de
los cefalopodos como modelo de laboratorio para investigacion de diversos procesos
cognitivos se amplia cada vez mas, sin embargo, este se ha enfocado principalmente en los
mecanismos celulares que subyacen. Para poder interpretar adecuadamente los resultados
observados, es necesario trabajar arduamente por conocer la conducta y los cambios que esta
presenta en respuesta a las diversas condiciones y estimulos. Una manera de estudiar la
conducta animal es a través de paradigmas conductuales, es decir, tareas estandarizadas en
las que se evalua la respuesta del sujeto a algunos estimulos, contextos o a las caracteristicas
de los mismos, utilizando unidades cuantificables como segundos, nimero de cruces, nimero
de palanqueos, etc. El problema de no conocer la conducta y sus cambios de los cefalopodos
ha sido puesto en evidencia en diversas ocasiones, dejando en claro que aun falta por
estandarizar como evaluar una conducta de estrés, sino es mediante la experiencia y
anécdotas propias del investigador (Fiorito et al. 2015; Di Cosmo et al. 2021). Aun asi,
diversos investigadores se han dado a la tarea de caracterizar algunas conductas, e incluso
estandarizar tareas para el estudio del aprendizaje y la memoria, dada la relevancia que
supone para el area (Fiorito y Scotto 1992; Boal et al. 1996; Tomita y Aoki 2014; Tokida et
al. 2014; Bublitz et al. 2017; Jamar et al. 2017). Dentro de los cefaldopodos, los pulpos
sobresalen por su amplia diversidad de conductas (Mather y Alupay 2016) lo que los postula
como ideales para estudios de conducta. Sin embargo, la mayoria de las investigaciones en
pulpo se han realizado con organismos capturados, pues su cria en cautiverio ha resultado
practicamente imposible para especies que poseen estadios de paralarvas en su ciclo de vida.
Trabajar con organismos capturados con paradigmas de conducta resulta sumamente
complicado, pues existe un sinfin de variables que desconocemos en la vida del animal, que
podrian interferir con los resultados observados en el laboratorio. Afortunadamente, desde

hace mas de diez afios se ha logrado reproducir en cautiverio al pulpo maya rojo en las



instalaciones de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI) de la
UNAM en Sisal, Yucatan (Rosas et al. 2014). Esto permite trabajar con ejemplares de pulpo
de manera mas controlada, conociendo las condiciones de vida del animal desde su eclosion
y asegurando un riguroso control de las variables experimentales, ambientales. Es por ello

que esta especie se escogid para el presente trabajo.

Octopus maya

O. maya es un animal invertebrado, perteneciente al clado de los lophotrochozoa.
Clasificacion:

Reino: Animalia
Phyllum: Mollusca
Clase: Cephalopoda
Orden: Octopoda
Familia: Octopodidae
Género: Octopus

Especie: Octopus maya (Voss y Solis-Ramirez 1966).

Descripcion Anatomica

O. maya (Fig. 1), posee una composicion anatdmica muy similar a las casi 300 especies
descritas de pulpos: en la parte inferior se encuentran ocho extremidades conocidas como
brazos, los cuales poseen alrededor de 250 ventosas en cada uno de ellos, estos estan
conectados a la cabeza del organismo en donde se encuentran los ojos, el pico y el cerebro y,
por ultimo en la parte superior, se ubica el manto en donde estan almacenados los drganos

internos del pulpo (O’Brien et al. 2018).

Voss y Solis-Ramirez (1966) mencionan que el manto de esta especie se caracteriza por ser
grande y ovalado, pero también bastante estrecho en la base, con una longitud muy similar
entre sexos: la longitud del manto de las hembras va desde 48,0 a 116,0 mm y en los machos

va desde 77,0 a 119,0 mm, llegando a crecer hasta 1 metro de largo (Rosas et al. 2006).



Ademads, en comparacion con otras especies, los huevos de O. maya son grandes,
demostrando un promedio de 17mm de longitud y 4.5mm de ancho (Voss y Solis-Ramirez
1966), los cuales se sujetan en racimos en la parte inferior de las rocas en donde habitan y
cuando eclosionan lo hacen como una larva holobentonico con un desarrollo directo y sin
fases paralarvarias (Van Heukelem 1976; Rosas et.al. 2014), permitiendo que las crias
presenten conductas de alimentacidn, arrastre, nado, expulsiéon de tinta y cambios de

coloracion al igual que como se presentan en un ejemplar adulto (Hanlon y Forsythe 1985).

En cuestion de coloracion, esta especie de pulpo se caracteriza por presentar usualmente un
tono marrdn oscuro, ya sea en un tono mas claro o bien en un tono rojizo en presencia de un
estimulo aversivo, aunado a esto, otra caracteristica distinta de la especie es la presencia de
un punto oscuro (también llamadodo ocelo) localizado debajo de cada ojo y en medio de la
base del segundo y tercer brazo presente tanto en hembras como en machos (Voss y Solis-
Ramirez, 1966). O. maya también es conocido como pulpo rojo o pulpo de cuatro ojos debido
a su color caracteristico y grandes ocelos de doble anillo debajo de cada ojo (Fig. 1). Esto lo
distingue de la otra especie que se distribuye en la peninsula de Yucatan, O. vulgaris Cuvier
1797. Ademas, O. maya tiene un tamafio de huevo mas grande (promedio de 17 mm de
longitud) y menor cantidad de huevos (1500-2000 huevos por nidada) (Voss 1966; Walker
1970; Van Heukelem 1976; Rosas et al. 2014). Las larvas que nacen de estos huevos son

holobentonicas, parecidas a un adulto y mucho mas desarrolladas que las de O. vulgaris.

Figura 1. Octopus maya. Se pueden observar sus caracteristicos ocelos (flecha negra), que

le dan el nombre comun de “pulpo de cuatro ojos”.



Memoria

La memoria es una capacidad cognitiva que permite una mejor adaptacion al entorno,
pues posibilita el modificar la conducta dependiendo de las experiencias del individuo. Por
ejemplo, a través de almacenar la informacion de lo ocurrido durante la vida del animal, este
podra tomar decisiones que sean mdas eficaces en su entorno o establecer un mapa del
contexto y su propia ubicacion en el mismo, lo que le permitird moverse mas eficientemente
en su ambiente. Incluso permite reconocer a otros individuos de otras o de su propia especie
para distinguir entre quienes son una posible amenaza y quienes no lo son. Por esto,
comprender las estructuras y los procesos que la componen a nivel psicoldgico y
neurobioldgico ha sido uno de las cuestiones mas intrigantes a lo largo de la historia de la
humanidad. Y que ha dado como resultado grandes hallazgos, pero también ha formado
nuevas preguntas por responder.

La memoria ha demostrado ser un concepto dificil de precisar, provocando que
existan varias definiciones, dependiendo principalmente del enfoque de las distintas areas de
investigacion. Por ejemplo Kandel define a la memoria como el proceso de retener y
reconstruir el conocimiento adquirido por aprendizaje a través del tiempo (Kandel et al.
2014), mientras que Sheena et al. (2015) la definen como la capacidad de un organismo de
adquirir, almacenar y recuperar informacion basada en la experiencia. Varias de estas
definiciones coinciden en que la memoria involucra el almacenamiento de la informacion,
asi como la recuperacion posterior de esta informacion. El almacenamiento de la informacion
se refiere al proceso sistematico de colectar y catalogar datos de modo que puedan ser
evocados cuando se necesiten. Una de las mayores conceptualizaciones de la representacion
neuronal de la informacion almacenada en la memoria fue desarrollada por Richard Semon
hace mas de 100 afios quien concibid la teoria del Engrama o trazo de la memoria (Schacter
et al. 1978). De acuerdo con esta teoria, cada vez mas aceptada, el aprendizaje activa un
pequetio conjunto de células del cerebro, lo que induce en estas células cambios fisicos y/o
quimicos persistentes. Ademas la reactivacion de estas células generada a través de pistas
relevantes resulta en la evocacion de la memoria especifica. Es decir, el engrama es el sustrato
fisico en el que se almacena la memoria (Sheena 2015; Pooh 2016).

Por otro lado, el aprendizaje es la base de la memoria, si no hay aprendizaje, no puede

haber memoria. Esto ocurre tanto a nivel psicoldégico como a nivel molecular (Johansen, et



al. 2011). Con la definicion de aprendizaje ocurre lo mismo que sucedia con la definicion de
memoria. Sin embargo, en general se considera que el aprendizaje es el proceso de adquirir
informacion y que se observa como el producto que incluye cambios en el comportamiento
animal, debido a la experiencia (Korte 2013; De Houwer et al. 2013). El aprendizaje se

clasifica en tres grandes categorias:

1. No asociativo. Incluye aprendizaje por habituacion y sensibilizacion.

2. Asociativo. Incluye condicionamiento cldsico, condicionamiento operante,
condicionamiento aversivo y extincion.

3. Formas de aprendizaje complejo. Imprinting, aprendizaje por observacion,

insight y priming.

Como clasificamos hoy en dia la memoria? Milner y el paciente H. M.

En 1953 el Dr. W. Scoville decide extirpar parcialmente el 16bulo temporal del
paciente Henry Gustav Molaison (H.M.) como parte de un tratamiento experimental, luego
de que en 1935 H. M. habia sufrido un traumatismo craneal debido a una colisién con un
automovil, lo que le provoco crisis epilépticas cronicas. Como resultado de esta cirugia H.
M. sufre de amnesia anterograda profunda, es decir, es incapaz de formar nuevos recuerdos.
La Dra. Brenda Milner del Instituto Tecnologico de Montreal toma el caso de este paciente
y se dedica a estudiarlo con detalle por los siguientes 55 afios. En una serie de ensayos, la
doctora Milner habia entrenado a Henry Molaison a trazar una linea entre dos contornos
concéntricos con forma de estrella de cinco puntas, mirando a través de un espejo. Cada vez
que H.M. realizaba la tarea, le parecia una experiencia totalmente nueva. No tenia memoria
de haberlo hecho antes. Sin embargo, con la practica se volvid habil. «Un dia, después de
muchos de estos ensayos, me dijo: jeh, esto era mas facil de lo que pensaba!» coment6 la
doctora Milner. Es decir, el paciente no podia recordar episodios de su vida y no era
consciente de haber vivido experiencias posteriores a su cirugia, sin embargo, si era capaz de
mejorar en tareas motrices, aunque no recordara haber practicado (Pattanayak 2014). Este
caso ayudo a retomar la idea de la localizacion de la memoria en sitios especificos del cerebro

y ademads, se convirtio en el estandarte para una clasificacion de la memoria “moderna”.



Seglin esta clasificacion existe un tipo de memoria que puede evocarse de manera consciente,
declarativa o explicita y otra que no requiere de dicha evocacion consciente, no declarativa

o implicita.

Una subclasificacion de estas memorias nos indica que la memoria declarativa se divide en
memoria episodica (relacionada con vivencias propias) y semantica (relacionada con ideas y
conceptos no autobiograficos); mientras que la memoria no declarativa se divide en memoria
procedimental o motora, priming y la memoria que subyace aprendizajes simples como el
condicionamiento clasico, habituacion y sensibilizacion. Por otro lado, todas estas memorias
pueden ser subclasificadas, dependiendo de su duraciéon, en memorias a corto plazo y
memorias a largo plazo. La memoria a corto plazo tiene una duracién que va de algunos
segundos a minutos u horas; mientras que la memoria a largo plazo posee una duracion de

dias, meses o afos (Kandel et al., 2014). La memoria de reconocimiento

Esta clasificacion se basa en los tipos de recuerdos que se forman, sin embargo quizd no
represente una realidad en cuanto a los procesos que se utilizan para su formacion, es decir,
la memoria en si. Quiza seria mejor considerar otras propiedades de la memoria como el
niamero de repeticiones que se requiere para su formacion, la flexibilidad que esta puede
mostrar, asi como el nimero de modulos que utiliza (Henke 2010). También podria utilizarse
la organizacion de la red neuronal que la conforma, mas alla del nombre de la estructura,

sobretodo, cuando se trata de comparar memoria entre distintos phyla.

. Cuales son los pasos de formacion de la memoria?

De manera muy general, sabemos que una vez que se percibe una informacion del
medio, esta se almacena transitoriamente en memoria a corto plazo. Si esta informacion es
relevante, pasard a memoria a largo plazo. Una memoria en etapa de adquisicion o recién
formada es inicialmente 1abil y puede ser interrumpida por diferentes agentes de
interferencia, por ejemplo la inhibicion de sintesis de proteinas o de expresion génica, o la
inactivacion de algunas regiones del cerebro. Con el tiempo esta memoria se volvera
resistente a la interrupcién, mediante un proceso conocido como consolidacion. Esta

consolidacion se asocia con la plasticidad neuronal, principalmente con la potenciacion a



largo plazo, la cual requiere de sintesis de proteinas (McGaugh et al. 2000; Korte 2013;
Menzel 2022). Esta plasticidad neuronal se asocia con la consolidacion, gracias al postulado
de Hebb, el cual establece que la actividad sinaptica puede fortalecerse cuando la actividad
en la neurona presinaptica co-ocurre con la actividad de la neurona postsiniptica
(principalmente despolarizaciones de membrana que producen potenciales de accion) (Inda
et al. 2011). La visién tradicional de la memoria establecia que cada vez que recordamos
alguna experiencia, el trazo (engrama) de la memoria original es reactivado y después
regresaba a su estado latente, de manera estable. Esta vision ha sido remplazada por las
observaciones de que memorias que son reactivadas son susceptibles a modificarse, de modo
que las proximas evocaciones contengan la informacion modificada. Uno de los modelos que
trata de explicar esto es el que plantea que existe una etapa de reconsolidacion. La
reconsolidacion es un proceso en el cual una memoria a largo plazo reactivada es
transitoriamente sensible a agentes amnésicos que son eficientes durante la consolidacion.
De manera que durante la reconsolidacion se puede inducir la pérdida de un recuerdo al ser
evocado (Tronson y Taylor 2007; Inda et al. 2011; Alberini y Ledoux 2013). Si se asocia esta
teoria con la del engrama, resulta que durante la formacion del engrama hay un incremento
en la fuerza de conectividad entre un grupo o ensamble de neuronas que son actividades
durante un evento. La consolidacion entonces fortalece las conexiones entre estas neuronas,
lo que incrementa la probabilidad de que el mismo patrén de actividad pueda ser recreado en
momentos posteriores, permitiendo una evocacion exitosa. Durante la consolidacion, el
engrama permanece en un estado latente. Y es la evocacion de la memoria quien regresa al
engrama a un estado activo y que transitoriamente desestabiliza el patron de conexiones. El
engrama puede re estabilizarse por medio de la reconsolidacion y regresar a su estado latente

(Tronson y Taylor 2007; Sheena et al. 2015).

Reconocimiento de objeto novedoso

Para lograr comparar la memoria entre diferentes grupos de animales es necesario establecer
una tarea que puedan realizar distintos taxa, y que puedan ser evaluados de manera similar
en cada uno de ellos. Un buen candidato para esto es la tarea de reconocimiento de objetos

novedosos (RON) (Ennaceur and Delacour 1988). Esta tarea se basa en el comportamiento
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innato de los animales al encontrarse con un objeto nuevo en un entorno familiar; la respuesta
puede ser exploracion o aversion. La tarea RON consiste en evaluar indirectamente el
recuerdo a través de la discriminacidon basada en la familiarizacion, es decir, al observar un
comportamiento diferencial entre la presentacion de un objeto nuevo y uno familiar,
podriamos inferir que existe un recuerdo del ultimo. También tiene varias caracteristicas
importantes a evaluar en los procesos de memoria, por ejemplo, no requiere
condicionamiento, tiene alta validez ecoldgica, se realiza rdpidamente, se puede dividir en
fases (adquisicion, consolidacion y recuperacion), asi como la temporalidad (memoria a corto
y largo plazo) y finalmente se ha observado que es una tarea compartida por todos los grupos
de vertebrados donde ha sido estudiada y quizas algunos invertebrados (Blaser y Heyser
2015). Ademas, RON puede ser modificada facilmente para evaluar memoria de lugar,
presentando los mismos objetos en la fase de prueba, pero modificando su posicion en el
campo (Barker y Warburton 2008); memoria temporal, al usar dos fases de familiarizacion
en momentos distintos y un objeto de cada fase durante la prueba (Michelle y Laiacona 1998);
y memoria episodica al utilizar dos presentaciones de cuatro objetos familiares cada una y
modificando la posicion de algunos de esos objetos durante la fase de prueba (Kart-Teke et
al. 2006). Esta tarea ha sido ampliamente estudiada en vertebrados, por ejemplo en peces
como tiburones y pez cebra (Toms y Echeverria 2014; Fuss et al. 2014); aves como palomas
(Spetch et al. 2006), cuervos (Stowe et al. 2006) y mamiferos como monos Rhesus
(Rajalingham et al. 2015), ratones (Leger et al. 2013) y ratas (Mathiasen y DiCamillo 2010).
Por el contrario, RON ha sido poco estudiado en invertebrados; se han realizado algunas
pruebas similares en sepias e insectos, como discriminacion de objetos y discriminacion de
contexto (Kelman et al. 2008; Billard et al. 2020; Solvi et al. 2020), pero no de la misma
manera que la tarea RON en vertebrados, por lo que atin queda mucha investigacion por hacer

en este campo.
Reconocimiento de objeto novedoso en cefalopodos.
Blasser y Heyser plantean en su revision (2015) que la tarea de reconocimiento de objeto

novedoso (RON) es una tarea adecuada para comparar el proceso de memoria en los

diferentes grupos animales, puesto que parece estar sumamente conservada en el reino
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animal. Incluso mencionan a los cefalépodos como sujetos particularmente interesantes para
esta tarea, debido a su desarrollado sistema téctil y visual. Aun asi, hasta donde sabemos no
existe en la literatura un reporte cientifico que haya utilizado el paradigma de RON en algin
cefalopodo. Sin embargo, existen reportes de tareas o paradigmas aplicados en cefalopodos
que nos demuestran las capacidades exploratorias y de aprendizaje espacial de los pulpos y
nos permiten considerar la aplicacion del paradigma de RON en los mismos. Por ejemplo,
Borrelli et al. (2020) presentan una bateria para la evaluacién del rendimiento de Octopus
vulgaris y entre diversos paradigmas proponen el uso de un objeto novedoso presentado en
conjunto con el alimento, lo que permitiria cuantificar la latencia al ataque. De este
paradigma se concluye que el animal puede identificar la presencia de un objeto desconocido,
lo que modifica su comportamiento. Un poco mds alejados, pero aun relacionados, son los
experimentos de Mather (1991) y Boal et al. (2000) en los cuales se demuestra que tanto O.
vulgaris como O. bimaculoides, respectivamente, utilizan objetos en su entorno para ubicar
su guarida principal. Si bien estas observaciones no nos hablan de un reconocimiento de
objeto novedoso, ciertamente nos indican la relevancia de la exploracion de los objetos y el

recuerdo de su ubicacion espacial por parte de los pulpos.
Efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas sobre la memoria.

Por mas de 50 afios cientos de publicaciones han reportado que en varias especies y
decenas de paradigmas de aprendizaje, la administraciéon de inhibidores de sintesis de
proteinas antes o hasta unas horas después del entrenamiento produce amnesia. De manera
importante, el mismo tratamiento mucho tiempo después no tiene efecto, lo que sugiere que
la formacion de la memoria depende de una fase inicial y temporalmente limitada de sintesis
de proteinas (Alberini 2008). Para este trabajo es especialmente relevante mencionar que en
el paradigma de reconocimiento de objeto novedoso, la inhibicion de sintesis de proteinas en
el hipocampo durante las primeras horas después de la fase de familiarizacion, provoca que
los animales no puedan discriminar el objeto familiar durante la fase de prueba (Jarome y
Helmstetter 2014). Los principales inhibidores que se utilizan son la anisomicina,
cicloheximida, emetina y puromicina. La mayoria de estos actian mediante la unién con el
ribosoma, impidiendo la traduccion. El inhibidor mas utilizado es anisomicina; sin embargo,

también es el que posee la mayor cantidad de efectos secundarios, incluidos la inhibicion
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parcial de la sintesis del ADN, fosforilacion de la via de MAPK y disminucién de los niveles
de catecolaminas (Macias-Silva et al. 2010). La cicloheximida ha sido planteada como una
alternativa adecuada a la anisomicina, pues sus efectos secundarios son menores (Alberini
2008).

La cicloheximida es un antibidtico obtenido de la bacteria Streptomyces griseous, es un
inhibidor reversible de la fase de elongacion, durante la traduccion de las células eucariotas.
Esto lo logra a través de su interaccion con el sitio E de la subunidad grande del ribosoma,
lo que impide la formacioén del enlace peptidico (Scheneider-Potesch et al. 2010). La
cicloheximida ha sido utilizada en invertebrados para observar los efectos sobre la memoria
a largo plazo en diversos paradigmas de aprendizaje, por ejemplo: en artropodos como Apis
melifera (Wittstock et al. 1993; Villar et al. 2020) y Drosophila melanogaster (Krashes y
Waddell 2008; Lagase et al. 2009; Wu et al. 2017), Neohelice granulata (Pedreira et al. 1995;
Merlo et al. 2020) y en moluscos como Helix pomatia (Nikitin et al. 2019). En estos
experimentos se han observado memorias a largo plazo dependientes de sintesis de proteinas
y otras independientes de sintesis de proteinas, ademas se ha observado que el numero de
ensayos durante el entrenamiento puede alterar el efecto de la cicloheximida sobre la
memoria. Debido al menor niimero de efectos secundarios que presenta la cicloheximida,
comparado con la anisomicina, asi como su amplio uso en paradigmas de aprendizaje
aplicados a invertebrados, se decidio utilizar este inhibidor de sintesis de proteinas en el

presente trabajo.

Queda claro que la sintesis de proteinas en diversas estructuras del cerebro es un fenémeno
crucial para la formacion de algunos tipos de aprendizaje, sin embargo, su inhibicion puede
alterar practicamente todos los procesos celulares. Es por ello que, aunque es una gran
herramienta para aproximarse a conocer como ocurre el proceso de memoria, se han utilizado
inhibidores mas especificos que han arrojado luz sobre cudles serian las moléculas mas
relevantes para el proceso de consolidacion de la memoria. Por ejemplo, la inhibicion
individual del arn mensajero de CREB, C/EBP. ZIF268, c-fos, nur77, NR1, BDNF, APP,
SNAP-25 es suficiente para inhibir total o parcialmente la memoria a largo plazo (Lynch

2004; Alberini y Kandel 2014). De igual manera, la inhibicion de mTOR por rapamicina,
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NMDAR, PKA, CAMKII también interfiere con la memoria a largo plazo en una tarea de
evitacion pasiva (Chen et al. 2012; Schwabe et al. 2012)

Inhibicion de sintesis de proteinas en cefalopodos.

Turchetti-Maia et. al (2018) prueban los efectos de un inhibidor de sintesis de proteinas,
anisomicina, en el cerebro de pulpo ex vivo sobre un tipo de plasticidad neuronal la
potenciacion a largo plazo (PLP). Durante esta PLP ocurre un incremento duradero y
sostenido en la transmision del potencial eléctrico entre dos neuronas, algo que se ha
correlacionado con la consolidacion de la memoria (Kania et al. 2017). Ellos observaron que
esta inhibicion de sintesis de proteinas no tiene efecto en la PLP, lo que los lleva a proponer
que en cefalépodos la PLP no es dependiente de sintesis de proteinas, algo extremadamente
raro en el reino animal. Por otro lado, se ha observado que la saturacion de la PLP o la
eliminacion de la conectividad entre las neuronas del 16bulo vertical y el lobulo superior
frontal provoca un efecto inhibidor en la memoria a largo plazo del pulpo (Shomrat et al.

2008).

Considerando lo anterior seria interesante conocer los efectos de la inhibicion de sintesis de
proteinas sobre la memoria de los cefalopodos. Hasta donde sabemos, existe un solo articulo
que ha investigado tal pregunta. Agin et al. 2003, investigaron el efecto de la cicloheximida
sobre la memoria de Sepia officinalis durante una tarea de inhibicion latente. Los autores
presentaron a las sepias con presas inaccesibles, dentro de un tubo transparente y se cuantificd
el nimero de ataques hacia las presas. Al no poder conseguirlas, la sepias aprenden
rapidamente a inhibir el ataque; sin embargo, al ser inyectadas en la region entre la cabeza y
el manto, “cuello”, con cicloheximida, este aprendizaje se ve inhibido a las 24 h. Es decir, la
cicloheximida presenté un efecto en el aprendizaje a largo plazo de las sepias, aunque los
resultados de Turchetti-Maia (2018) indican que no tiene un efecto sobre la potenciacion a
largo plazo. La cicloheximida parece afectar el aprendizaje a largo plazo, sin embargo no a
la potenciacién a largo plazo, que se ha correlacionado con algunos tipos de memoria y

aprendizaje, por lo que hasta el momento estos resultados parecerian contradictorios.
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Planteamiento del problema

Aunque en los pulpos se ha descrito anecdotica y experimentalmente la posibilidad
de recordar objetos o lugares (Mather 1991; Borrelli et al. 2020), hasta el momento no se han
estandarizado tareas experimentales que permitan la evaluacion de tarea de reconocimiento
en el pulpo, como la tarea RON. Es por ello que en este estudio nuestro objetivo principal
fue estandarizar esta tarea en O. maya (Voss y Solis 1966), y secundariamente analizar su
organizacion cerebral. Cumplir estos objetivos permitiria describir un método para la
evaluacion completa de la memoria en esta especie de pulpo y, al mismo tiempo, ofrecer una

tarea estandarizada que permita aplicar RON en otras especies de cefalopodos.

Por otra parte, RON permite observar memoria de reconocimiento de largo plazo,
cuando es evaluado 24 horas después de la familiarizacion. Como ya se menciono
previamente, esta memoria a largo plazo requiere de nuevas proteinas que permitan la
modificacion de las neuronas y por tanto de la plasticidad sindptica y neuronal, lo que se
conoce como consolidacion de la memoria. Es por ello que la inhibicion de la sintesis de
proteinas puede impedir la formacién de memorias de largo plazo y cabria preguntarse:
(Existe una fase de consolidacion en la memoria de reconocimiento de objetos de O. maya,

susceptible a la inhibicion por cicloheximida?
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Hipotesis

La administracion de cicloheximida posterior a la familiarizacion con un objeto, inhibira la
formacion de la memoria a largo plazo en la tarea de reconocimiento de objeto novedoso en

Octopus maya.
Objetivo principal

Estandarizar un paradigma que permita evaluar memoria de reconocimiento de objeto

novedoso a largo plazo en O. maya.
Objetivos secundarios

e Caracterizar el sistema nervioso de O. maya en diferentes etapas de vida.
e Evaluar los resultados de la tarea RON en diferentes etapas de vida de O. maya.
e Evaluar el efecto de un inhibidor de sintesis de proteinas sobre la memoria a largo

plazo durante el paradigma de RON en O. maya.
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Métodos
e Declaracion ética

Todos los experimentos y manejos se realizaron bajo la aprobacion del comité de bioética
de la Facultad de Psicologia de la UNAM y de conformidad con la directiva 2010/63/EU

(parlamento europeo), considerando las recomendaciones de Fiorito et al. 2015.
e Sujetos

Los especimenes fueron obtenidos del Laboratorio de Ecofisiologia Aplicada de la UMDI,
Sisal, Yucatan. Se utilizaron ejemplares de O. maya de tres edades diferentes; un grupo de
cinco ejemplares de cuatro semanas después de la eclosion (“bebés™), otro grupo de cinco
ejemplares de cuatro meses (“jovenes”) y, el ultimo grupo de cinco ejemplares de edad
desconocida pero con un peso superior a 800 g, para los cuales fueron especimenes en etapa
reproductiva ("adultos"). Los grupos de "bebés" y ejemplares "jovenes" fueron criados y
mantenidos en condiciones de laboratorio hasta el final de los experimentos, mientras que el
grupo "adultos" estuvo conformado por ejemplares capturados. Los animales se mantuvieron
en tanques de 120 I, con agua de mar artificial (3.5 % de salinidad) y condiciones que
aseguraron su sobrevivencia en buenas condiciones (Rosas et al. 2014). Se utilizaron otros
dos grupos de cinco individuos adultos en cada uno. Uno de ellos fue administrado con
cicloheximida (Chx) y otro recibio inyeccion de agua marina artificial (Sham). Para evaluar
el efecto de la cicloheximida sobre la motricidad de los individuos, se evalu6 el tiempo de

desplazamiento total durante la fase de prueba en los grupos Chx y Sham.

Al dia siguiente de terminar el protocolo del paradigma de reconocimiento de objeto
novedoso, tres ejemplares adultos y tres bebés fueron sacrificados mediante el uso de
anestesia (etanol 3.5% en agua marina) y posterior extraccion del cerebro para analisis

histolégicos.
e Tarea de reconocimiento de objetos novedoso (RON)

Esta tarea fue adaptada de otros modelos animales (Lupetow 2017; Ennaceur 2018; Rossato
et al. 2019) para ajustarla al comportamiento del pulpo. Se ejecutaron tres fases; la fase de

habituacion, en la que se colocaba a los animales en un nuevo recinto y se les permitia
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acostumbrarse al nuevo ambiente durante 24 horas, en este caso se consideraba que el animal
estaba habituado si se colocaba en una posicion denominada "reposo en un guarida” y
consumia el alimento vorazmente. A las 24 horas comenz6 la fase de familiarizacion
(segunda fase). En esta fase se presentaban dos objetos equidistantes, que debian tener
aproximadamente el tamafio del manto del ejemplar utilizado en la prueba para evitar
aversion o indiferencia por parte de los individuos (Fig. 2). Estos dos objetos eran idénticos
y se presentaron a "jovenes" y "adultos" durante 30 minutos, y 5 minutos para el grupo de
"bebés". La diferencia en la duracion de la prueba se debi6 a los comportamientos mostrados
por los individuos a diferentes edades, ya que las crias no exploraron los objetos por mas de
5 minutos, como se observa en los resultados. Una vez transcurrido este tiempo, se retiraban
los objetos y se dejaban pasar 24 horas para la tltima fase, que denominamos “la prueba”.
Durante la prueba, se presentaron dos objetos; uno familiar, mostrado el dia anterior y uno
nuevo, diferente al objeto familiar. La duracion de esta fase fue la misma que en la
familiarizacion. Durante las fases de familiarizacion y prueba se cuantificé la latencia a la
exploracion de los objetos, asi como el tiempo total de exploracion, la exploracion visual y
tactil de los objetos. La exploracion visual consistio en acercarse indirectamente a uno de los
objetos, con trepadas o saltos, y con al menos uno de los ojos dirigido hacia el objeto. Estos
movimientos pueden continuar hasta acercarse lo mas posible al objeto pero sin tocarlo. La
fase de exploracion téctil es cuando el espécimen toca el objeto con uno o mas brazos,
considerando que estos objetos no estaban adheridos a las paredes del tanque; por lo tanto,
los sujetos podrian levantarlos o empujarlos. La exploracion total consistio en la suma de la
exploracion visual y la exploracion tactil. Finalmente, durante la fase de prueba se cuantifico
la exploracion final de ambos objetos, que corresponde a la suma del tiempo explorando el
objeto novedoso y el objeto familiar. Para evitar un posible sesgo de preferencia, debido al
color y forma de los objetos, las identidades de objetos familiares y nuevos se aleatorizaron
entre los individuos. No se encontraron diferencias en los resultados de las pruebas,
independientemente de los objetos utilizados. Para el grupo de individuos al que se
administré ciclohecimida (Chx), esta se administré como se describe mas adelante, una hora

posterior a la prueba de familiarizacion (Fig. 2).
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Bebes

i\‘;"j?:: Habituacién 24h | Familiarizacion | 24h R Prueba
Sham 30min/20s | 30min/20s
N=5 c/uno

Chx Habituacién 24h | Familiarizacién [Lh 23h Prueba
N=5 30min/20s g | 30min/20s

10mg/Kg
Cyclohaximide

Cicloheximida (Chx)

A)

lcm
—
1cm

C)

5cm

Figura 2. Esquema del protocolo de reconocimiento de objeto novedoso para O. maya
(arriba). El protocolo consta de tres fases: habituacion, el ejemplar entra en la pecera
experimental y se permite que se familiarice con el contexto; familiarizacion, se presentan
dos objetos idénticos; prueba, se presenta un objeto familiar y otro novedoso. Cinco
ejemplares de cada grupo pasaron por el protocolo de RON (25 en total) y cinco ejemplares
mas fueron utilizados para la tarea RON y adminitracion de la cicleheximida. Ejemplo de
objetos utilizados durante la prueba (abajo). El tamafio de estos objetos cambid segun el

tamafio promedio del manto en cada grupo; A) bebés 1,5 cm, B) juveniles 6,5 cm y C) adultos
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18 cm. Se utilizaron figuras acrilicas sencillas y se aleatorizo su identidad (nueva o familiar)

entre los individuos.
e Histologia
Se extrajo tejido cartilaginoso del cerebro como se describe a continuacion:

e Se separan el manto y los brazos, dejando solo el segmento que contiene los ojos y el
craneo.

e Separa el craneo del tejido muscular y se obtiene el craneo, el cual tiene forma
triangular, dos de los lados corresponden a las cuencas donde se ubican los ganglios
opticos, y el tercer lado corresponde a la region dorsal. La parte superior del craneo
es ligeramente redondeada.

e Se corta el vértice entre los dos lados con las cuencas de los ojos y desde alli se hacen
cortes hasta el orificio de la via Optica, en el centro de cada lado del craneo.

e [Estos cortes permiten abrir la parte superior del craneo, exponiendo asi el cerebro.

e Ellobulo vertical es rapidamente identificable por sus caracteristicos surcos.

e Finalmente, se separa cuidadosamente el cerebro, cortando los nervios de la region

inferior y se limpian los restos de cartilago.

Se fijo el cerebro durante 24h en formol al 4% en agua salada artificial y posteriormente se
incluy6 en parafina. Mediante el uso de un micrétomo (KEDEE, 2258), se obtuvieron
secciones de tejido de 10 um de espesor, cada 70 u 80 um. Se realizaron tinciones con
Hematoxilina-Eosina (HE) y violeta de cresilo (Nissl) siguiendo un protocolo estdndar en

secciones de 10 um, como se describe acontinuacion:

1. Las laminillas se dejan en la estufa por 30 minutos a 60°C (desparafinacion).

2. Xilol, 2 pasos de 10 minutos (final desparafinacion).

3. Se pasan por concentraciones decrecientes de etanol (96°, 80°, 70°), 3 minutos en cada
concentracion. Acabar con un paso de agua (hidratacion).

4. Hematoxilina durante 3-5 minutos.

5. Lavar la muestra en una cubeta con agua corriente de forma que rebose y eliminar el

exceso de colorante.
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6. La muestra se sumerge y se saca rapidamente en una cubeta con alcohol 4cido (0.5%
de HCI en etanol absoluto) varias veces, para eliminar el exceso de coloracion en la
muestra (diferenciacion).

7. Se neutraliza el dcido sumergiendo la muestra en agua corriente durante 2 minutos.

8. Lavar con agua corriente durante varios minutos. Pasar por agua destilada antes de
seguir.

9. Sumergir la muestra en Eosina durante 3 minutos.

10. Bafio rapido con agua.

11. Se pasan por concentraciones crecientes de etanol (70°, 80°, 96°), 3 minutos en cada
concentracion. Acabar con 2 pases de etanol al 100% (deshidratacion).

12. Se acaba en xilol, en 2 o 3 cubetas, de 30 segundos a 5 minutos.

13. Montar de manera habitual.

14. Para la tincién de Nissl, se remplazan los pasos 4-9 por un solo paso en el que se
sumergen las laminillas en una concentracion de violeta de cresilo al 0.02% por 3

minutos. Los pasos restantes continuan sin cambios.

Se obtuvieron 37-42 cortes sagitales de cada uno de los 3 especimenes de diferente edad y
51-56 de cortes coronales secuenciales. Ademas, se obtuvieron 51 portaobjetos transversales

tefiidos con HE del cerebro de un espécimen adulto.
¢ Administracion cicloheximida

Se utiliz6 cicloheximida (Sigma, Aldrich, 01810) en una concentracion de 20mg/ml en agua
de mar artificial (3.5% salinidad). Para su administracion cinco ejemplares adultos fueron
anestesiados por inmersion en etanol al 3.5% en agua de mar artificial durante 15 minutos y
pesados para determinar el volumen final de la solucién a inyectar. Posteriormente se les
administro la cicloheximida (10mg/kg) a través de la arteria aorta dorsal. Inmediatamente
después los ejemplares se regresaron a sus recintos con agua salada (3.5%). El grupo Sham
correspondio a cinco individuos adultos en los que se realizé un procedimiento idéntico al
descrito previamente, con la Unica diferencia de inyectar Unicamente agua de mar, sin

cicloheximida.
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e Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados mediante el indice de discriminacion (Novedoso-
Familiar)/Exploracion total) y las pruebas no paramétricas Wilcoxon de rangos con signo y
U de Mann-Withney con el software STATISTICA 10 para comparar el tiempo de
exploracion del objeto familiar con el novedoso, considerando p < 0.05 como

estadisticamente significativo.
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3. Resultados
Cerebro de O. maya.

El tamafio del tejido ubicado dentro de la cavidad cartilaginosa (ganglio central) fue de 6+1,5
mm de ancho y 9+1,7 mm de largo (Fig. 3E, F). Se usaron secciones de tincion de HE y
tincion de Nissl para caracterizar las diferentes regiones del cerebro de O. maya. En los
tejidos se observo que mantienen una disposicion tipica de ganglios de invertebrados con un
cimulo de somas en la periferia o pericarion y proyecciones axonales formando el centro del
mismo o neuropilo. Sin embargo, muestran una gran heterogeneidad en cuanto al tipo de
células observadas, su disposicion y su densidad. A través de la caracterizacion morfologica
de los tejidos, observando los sitios del pericarion y del neuropilo, fue posible distinguir 30
l6bulos diferentes que conforman el ganglio central y al menos dos para cada uno de los
ganglios axiales, con la identificacion de al menos 10 tipos neuronales diferentes (Tabla 1;
Fig. 3A-D). Como cada corte fue secuencial, y conociendo la distancia entre cada corte, se

pudo calcular la distancia a la que se ubica cada corte al centro de la tela.

Una vez fotografiadas todas las secciones con el estereoscopio, estas fotografias se utilizaron
para crear un modelo tridimensional que ayudaria a analizar todas las imagenes
simultaneamente (Fig. 4C). De esta forma se determinaron las conexiones anatdmicas
existentes entre los diferentes lobulos (Fig. 4A-B). En cuanto a los nervios y vias
provenientes del resto del cuerpo del animal, se destacan los ocho nervios braquiales
provenientes de cada ganglio braquial, los cuales confluyen en el 16bulo prebraquial, junto
con los nervios anteroorbitario. Esto inicia una red compleja de tractos y nervios que conectan
el 16bulo braquial posterior con los 16bulos bucal y bucal posterior de un lado y el 16bulo
paliovisceral del otro. En cuanto a la via Optica, atraviesa la region posterior de la masa
supraesofagica, conectando los dos l6bulos dpticos con los 16bulos pedunculares, los 16bulos
olfatorios y las glandulas Opticas. Ademads, este tracto se bifurca para unirse al 16bulo
precomisural en la masa supraesofdgica y al 16bulo paliovisceral en la masa subesofagica. La
masa subesofagica y supraesofagica forman un anillo gracias a una amplia comunicacion
anatomica formada por axones y células (posiblemente gliales) que conforman las
conexiones prebraquial-bucales por un lado y las conexiones pedal-basal/paliovisceral-basal

por el otro. Observamos que existe una gran conectividad entre practicamente todos los
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l6bulos del cerebro y una gran distribucion de nervios y tractos que distribuyen informacion

sensorial a ambas masas cerebrales, supra y subesofagicas.

A) Supraesophagic B) Supraesophagic Subesophagic
Subesophagic 1
1

N’

Supraesophagic (")

Subesophagic

Figura 3. Estructuras cerebrales de O. maya. Cortes sagitales (A, B) del ganglio central de
O. maya con abreviaturas en cada estructura, segun Tabla 1. Cortes coronales (C, D) y
fotografia de tejido fresco en perspectiva ventral (E) y dorsal (F). Las barras representan 1000

um. P: Posterior, V: Ventral, D: Dorsal (Para revisar la nomenclatura ver Tabla 1).
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Figura 4. Esquema de conectividad en el cerebro de O. maya. Las formas geométricas
representan cada uno de los 16bulos del cerebro de O. maya. Las lineas azules representan
conectividad adyacente y las lineas grises representan conectividad distante a través de
tractos neuronales o nervios (A, B). Imagen representativa del arreglo tridimensional de las
laminas digitalizadas, correspondiente al total obtenido de un cerebro de pulpo completo,
utilizado para el analisis de conectividad cerebral (C). Este arreglo en tres dimensiones fue
realizado con la herramienta Paint 3D, de Microsoft. Las fotografias se dispusieron como
etiquetas planas en orden secuencial, con espacios constantes entre cada una de ellas. Esto
permite al usuario acercar y alejar, asi como ver desde varias perspectivas para facilitar la

interpretacion de la conectividad y la morfologia del tejido (Nomenclatura ver Tabla 1).
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e El cerebro joven contintia su desarrollo 4 semanas después de la eclosion.

Se observd que, el cerebro a las 4 semanas en general presenta una similitud con el cerebro
adulto, entendida como el mismo niimero de 16bulos y las conexiones anatdmicas entre ellos;
sin embargo, algunos lobulos aun no tienen la morfologia final que tendran en la etapa adulta,
principalmente los lobulos frontal inferior, subfrontal, bucal y bucal posterior. Estos son
l6bulos que se han propuesto como participantes en la memoria somatosensorial. Para
sustentar estas sugerencias, se realizé un conteo manual de los somas de ejemplares adultos
y de cuatro semanas de edad. Este conteo sugiere que hay una menor densidad celular en
individuos jovenes, en comparacion con individuos completamente desarrollados, al menos

en los lobulos SF, IF y Bu (Fig. 5).

Cuatro semanas

2 4E5 * Adultos
2.2E5
2E5
1.8E5
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Figura 5. Conteo celular del cerebro de O. maya. Grafico que muestra un menor nimero
de cuerpos celulares en los l6bulos bucal (Bu), frontal inferior (IF) y frontal superior (SF) de
ejemplares de cuatro semanas frente a ejemplares adultos, prueba U de Mann-Whitney, p <

0.05, las lineas con asterisco indican diferencias significativas entre esos grupos.

e Los jovenes y adultos de O. maya exploran diferencialmente un objeto familiar y uno

nucvo.

Tanto el grupo de jévenes como el de adultos mostraron un comportamiento similar con dos
tipos de exploracion de objetos; exploracion guiada visual y tactil. La exploracion visual
consistioé en acercarse indirectamente a uno de los objetos, con trepadas o saltos y con al

menos uno de los ojos dirigido hacia el objeto. Estos movimientos pueden continuar hasta

26



acercarse lo mas posible al objeto, pero sin tocarlo. Considerando que estos objetos no
estaban adheridos a las paredes del tanque, los especimenes podrian levantarlos o empujarlos.
Después de explorar los objetos, los animales regresaron a sus madrigueras en posicion de
descanso. En los grupos de jovenes y adultos se observo que los tiempos de exploracion eran
similares entre ambos objetos durante la familiarizacion (Mann-Whitney, p = 0.28, Z =
1.088) y, aunque el tiempo dedicado a cada tipo de exploracion podia variar entre individuos,
los cinco ejemplares presentaban un acercamiento y manipulacion de ambos objetos (Fig. 6).
A las 24 horas se realiz6 la fase de evaluacion y se observo que los ejemplares adultos
exploraron el objeto familiar por menos tiempo, en comparaciéon con el objeto novedoso
(Wilcoxon, p = 0.043, Z: 2.023), mientras que los jovenes exploraron el objeto novedoso de
forma téctil durante un tiempo significativamente menor (Wilcoxon, p = 0.028, Z: 2.2), pero
mostraron el mismo tiempo de exploracion visual (Wilcoxon, p-value = 0.23, Z: 0.94). Se
observo que al explorar el objeto familiar no hubo exploracién téctil de este, es decir cuando
se conoce el objeto solo se utiliza la exploracidon visual para su identificacion, pero no la

exploracion tactil (Fig. 6).
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Figura 6. Resultados de la prueba RON en crias (arriba), juveniles (medio) y adultos
(abajo) de O. maya. Durante la fase de familiarizacion (izquierda) no hay diferencias entre
el tiempo total de exploracion de ambos objetos (Mann-Whitney, p = 0.28, Z = 1.088),
aunque se observa que los bebés exploran menos de 60 segundos, mientras que los grupos de
jovenes y adultos exploran mas de 100 segundos. En la exploracion total durante la fase de
prueba (medio), solo los adultos muestran una diferencia significativa (Wilcoxon, p = 0.041,
Z:2.03). Si solo se considera la exploracion tactil (derecha), tanto el grupo de jovenes como
el de adultos mostraron un comportamiento diferencial entre el objeto novedoso y el familiar
(Wilcoxon, p-value = 0.043, Z: 2.02 y Wilcoxon, p-value = 0.028, Z: 2.2; respectivamente).
Los recuadros en cada grafico de prueba muestran el valor del indice de discriminacion (ID)
= (Tiempo de exploracion del objeto novedoso — Tiempo de exploracion del objeto familiar)
/ Tiempo de exploracion final de ambos objetos). Un ID cercano a 1 se considera una buena
discriminacién entre el objeto familiar y el novedoso, mientras que un ID > de 0.5 se
considera una incapacidad para distinguir entre el objeto familiar y el novedoso (Ennanceur
2018; Sivakumaran et al. 2018).
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e A las 4 semanas O. maya no se comporta diferencialmente con respecto al objeto

novedoso y al familiar.

En los ejemplares de cuatro semanas se observo que si bien existe un aumento en el tiempo
que dedican a la exploracion tactil del objeto novedoso, en comparacion con el objeto
familiar, esta diferencia no se presentd en todos los individuos y no es estadisticamente
significativa (Wilcoxon, p = 0.068, Z: 1.82) (Fig. 6). En ese grupo se observd un
comportamiento de “ataque” inmediato hacia los objetos, independientemente del tamafio de
los objetos, los ejemplares se abalanzaban sobre ellos inmediatamente al entrar al agua. Esto
queda demostrado por la corta latencia a la exploracion (Fig. 7). Por esta razén, no hubo
division en cuanto a las fases de exploracion, solo se evalu6 el tiempo en exploracion tactil
y el tiempo total de exploracion (el tiempo pasado fuera de la guarida o en una actividad
diferente al descanso). Por otro lado, el tiempo total dedicado a explorar fue el mismo
independientemente de la fase de prueba (familiarizacion o evaluacién) y dedicaron

significativamente menos tiempo a explorar que el grupo de adultos (Fig. 7).
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Figura 7. Tiempo de latencia a la exploracion (arriba) y tiempo de exploracion total de

ambos objetos (abajo) durante RON.

e La inhibicion de sintesis de proteinas interrumpe la formacioén de la memoria a largo

plazo en RON.

Para observar el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas sobre la memoria a largo
plazo en RON se administr6 via intravenosa cicloheximida (10mg/kg) en cinco ejemplares
adultos de O. maya, una hora después de la etapa de familiarizacion de los objetos. Se observo
que el grupo con el inhibidor de sintesis de proteinas presenté una exploracion similar entre
el objeto novedoso y familiar, a diferencia del grupo sham que mostrd un alto indice de
reconocimiento (Fig. 8). Es decir, la memoria a largo plazo (24h posterior a la
familiarizacion) se vio interrumpida por la administracion de cicloheximida. Es importante
mencionar que se evaluo el tiempo total de desplazamiento de los ejemplares en la pecera
experimental. Se observé que ambos grupos (Chx y Ctrl) se desplazaron tiempos similares,

alrededor del 70% del tiempo total (Fig. 9).
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Figura 8. Tiempo de exploracion durante la fase de familiarizacion y prueba de RON. Los
organismos con cicloheximida no lograron discriminar el objeto familiar del objeto

novedoso. Los organismos sham obtuvieron un indice de discriminacion de 0.7, n = 5.
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Figura 9. Tiempo de desplazamiento. Se presenta el porcentaje de tiempo del total (30min)
que cada grupo, cicloheximida (Chx) y control (Ctrl), pas6 desplazandose dentro de la pecera

experimental.
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Discusion
Caracterizacion del cerebro de O. maya.

Se determind la estructura de 30 16bulos en el cerebro de O. maya de ejemplares jovenes y
adultos, asi como las células que conforman las vias de conectividad entre estas regiones. La
compleja red de 16bulos y conectividad presente en el cerebro del pulpo subyace en la
diversidad de comportamientos y habilidades cognitivas que se han propuesto en cefalopodos
y particularmente en O. maya. Sin embargo, es importante aclarar que los métodos utilizados
en este trabajo no nos permiten determinar la polaridad en esta conectividad, ni los tipos de
células que la hacen posible. Son necesarias futuras investigaciones que utilicen diversos
métodos de observacion, asi como de la actividad fisioldgica, para caracterizar con mas
detalle la relacion entre las diferentes estructuras y su participacion en los diversos procesos
neurofisiologicos. Estas investigaciones probablemente nos ayudardn a definir mejor las

estructuras cerebrales, considerando los tipos de células, asi como su funcion.

Observamos que a las cuatro semanas después de la eclosion, los cerebros de O. maya no
muestran un cerebro completamente maduro. Se da el caso de que algunos l6bulos
relacionados con la memoria somatosensorial tienen una densidad neuronal baja y una
morfologia mas simple que la de los ejemplares adultos. Estas observaciones podrian
correlacionarse con observaciones de comportamiento, ya que a esta edad los pulpos
muestran una capacidad disminuida para la memoria y la inhibicidn de la respuesta (Vergara-
Ovalle et al. 2022). Sin embargo, se necesitan mas estudios sobre el desarrollo y maduracion
del sistema nervioso de O. maya, asi como las diferencias conductuales y cognitivas que

podrian presentar en diferentes etapas de su vida para confirmar estas ideas.

Un retraso en la maduracion del sistema nervioso como el observado en el presente trabajo
se ha descrito en otros cefalopodos como la sepia Sepia officinalis (Dickel et al. 2005), S.
pharaonis (Liu et al. 2017), el calamar Idiosepius paradoxus (Yamamoto et al. 2003) y S.
lessoniana (Shigeno et al. 2001), los pulpos O. ocellatus (Yamazak et al. 2002) y O. vulgaris
(Giuditta y Prozzo 1974). Esto puede indicar que es una caracteristica conservada en el clado
Cephalopoda. Es importante mencionar que, aunque los resultados sugieren una diferencia

entre el numero de neuronas de ejemplares adultos y jovenes, la conectividad entre los
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diferentes l6bulos parece estar ya formada desde las primeras etapas de vida. Sin embargo,
aun falta determinar si esta conectividad modifica su actividad eléctrica y neurotransmisora

a medida que los individuos maduran.

Los lobulos cerebrales en O. maya son muy similares a los previamente descritos por Young
(1971) y Jung et al. (2018) para O. vulgaris y O. minor, respectivamente. Aunque esto era de
esperarse por tratarse de especies estrechamente emparentadas (Juarez et al. 2012). Aun asi,
es importante determinar la neuroanatomia de O. maya ya que es una especie ideal para
realizar estudios fisioldgicos y de comportamiento en el laboratorio. Esto se debe en parte a
sus caracteristicas de desarrollo, ya que eclosiona como larva holobentdnica, pero también a
sus hébitos de comportamiento, por ejemplo, no suele enterrarse, ni escapar de su recinto,
cuando se le proporciona alimentacion y refugio adecuados. Ademas, es una especie de pulpo

en la que se ha avanzado considerablemente en la estandarizacion de sus cuidados.

Siempre que la informacion detallada sobre los aspectos fundamentales de la especie esté
mas disponible, promete ser un gran modelo para la investigacion en neurobiologia. Ademas,
la determinacion de las caracteristicas morfologicas de diversas especies permite la
comparacion entre ellas y la relaciona con sus comportamientos y capacidades cognitivas, tal

como lo discutieron recientemente Gutnick et al. (2022) y Chung et al. (2022).

En el presente estudio, se observo que especimenes jovenes y adultos de O. maya mostraron
reconocimiento de objetos novedosos. Este reconocimiento se observd como una
disminucién en el tiempo total de exploracion del objeto familiar. La exploracion puede ser
al menos visual y tactil, siendo la principal diferencia que cuando el objeto se vuelve familiar,
practicamente no se explora de forma tactil. Los resultados sugieren que el objeto familiar
puede reconocerse visualmente, sin necesidad de explorarlo con otro 6érgano de los sentidos,
mientras que cuando el objeto es desconocido, se utiliza el tacto a través de los brazos, uno
de los sentidos mas desarrollados de la especie (Young 1963), para explorarlo. Esto puede
considerarse como un indicador de una representacion multi-modal de los objetos en su
entorno, en la cual, en este caso, se reconocen las propiedades visuales y tactiles como
pertenecientes a un solo objeto. Algo similar ha sido observado en otros invertebrados como

los abejorros (Solvi et al. 2020). Sin embargo, es necesario realizar otros experimentos que
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permitan corroborar esta afirmacion, por ejemplo, utilizar objetos visualmente similares, pero
con texturas diferentes para identificar si O. maya es capaz de discriminar objetos utilizando

unicamente el tacto.

Con respecto a la discriminacion multi-modal de los objetos en invertebrados, se han
realizado algunos experimentos en sepias. Mediante un paradigma de discriminacion por dos
sentidos se entrena a los ejemplares en un condicionamiento operante para que escojan entre
dos figuras, dependiendo del sentido por el que identificaron el objeto, a saber la imagen de
un cangrejo o el aroma del mismo y concluyen que las sepias recuerdan si vieron u olieron
el cangrejo con anterioridad (Billard et al 2020). De manera similar, aunque en otro grupo de
invertebrados, Solvi et al. (2020) observaron que los abejorros son capaces de discriminar
entre dos figuras de madera (esfera y cubo) a través de la vista y del tacto, de manera
independiente. Finalmente, con respecto a la interpretacion que podemos hacer de la
capacidad de recordar el objeto familiar, Ennanceur (2010) menciona que, en los roedores,
“La preferencia por un objeto nuevo significa que la representacion del objeto familiar existe
en la memoria del animal”; es decir, que el objeto existe como una imagen en el cerebro del
animal, aunque el objeto no esté presente fisicamente en el contexto del animal. Si esta
afirmacion es verdadera para los vertebrados, no habria objeciones a que también lo sea para
un invertebrado con la misma preferencia por un objeto nuevo. E incluso podemos decir que
muy probablemente, esta representacion posee componentes visuales y tactiles del objeto

familiar.

A diferencia de lo observado en los "jovenes" y "adultos", la mayoria de los "bebés" no
mostrd un reconocimiento adecuado de un objeto novedoso. Ademads, sospechamos que en
la etapa de bebé podria ser mas importante la exploracion tactil que la visual debido al
comportamiento de los individuos de abalanzarse sobre los objetos con los ocho brazos, de
manera similar al comportamiento de ataque reportado para otras especies de pulpos, por
ejemplo, O. vulgaris (Shomrat et al. 2008; Zarrella et al. 2015). Esto se corrobora con los
tiempos sumamente cortos de latencia a la exploracion observados en las crias.
Probablemente esta respuesta de ataque rapido forme parte de una respuesta adaptativa que

permite a los individuos conseguir la mayor cantidad de alimento y de informacién durante
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las primeras etapas del desarrollo. En conjunto con lo observado en el conteo de neuronas de
tres l6bulos del cerebro de ejemplares bebes y adultos, estos resultados podrian sugerir la
hipotesis que O. maya pasa por una etapa de maduracion del sistema nervioso, durante la
cual adquiere la capacidad de inhibir su respuesta y esto le permite discriminar mejor los

objetos a explorar.
RON en O. maya

Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se aplica esta tarea a una especie de pulpo
y solo se han realizado adaptaciones similares en unos pocos invertebrados como la sepia
(Kelman et al. 2008; Billard 2020) y los abejorros (Solvi et al. 2020). Sin embargo, no se
trataba estrictamente de paradigma de RON, sino de adaptaciones u otro tipo de
discriminacion, mientras que en este caso los pulpos se expusieron a una tarea idéntica a la
que se realiza en los vertebrados, facilitando asi la comparacion entre ambas a nivel
conductual y cognitivo. Por el contrario, el efecto que tiene la "familiaridad del contexto y
los objetos" sobre el aprendizaje en algunas especies de pulpos ha sido ampliamente descrito
(Fiorito et al. 1998; Borrelli et al. 2020), sin embargo, no habia sido estandarizado en una
prueba que pueda compararse con otros grupos y medirse como una prueba de memoria,

hasta ahora.

Con respecto a esta comparacion de la tarea entre diferentes grupos taxonémicos, O. maya
en el presente trabajo incrementd la exploracion del objeto novedoso. Esto podria ser
indicador de un comportamiento de exploracion innato hacia objetos novedosos, de manera
similar a lo que sucede en los modelos murinos (Ennaceur 2018), pero diferente a lo que
ocurre en otros vertebrados como el pez Danio renio, el cual presenta aversion a los objetos
novedosos o neofobia. (Fuss et al. 2014). Con respecto a las diferencias entre edades de la
misma especie en el desempefio de RON, los resultados de este trabajo sugieren que O. maya
pasa por una etapa de maduracion, durante la cual adquiere respuestas mas complejas, lo que
permite una mejor discriminacion de los objetos a explorar. Esto deberia reflejarse en la
maduracion del sistema nervioso posterior a la eclosion de la especie (Vergara-Ovalle et al.
2022). Algo similar fue encontrado por Anderson et al. 2004 durante NOR en ratas. Al igual
que en este trabajo, también utilizaron tres grupos de diferentes edades: destetados, juveniles

y adultos. Observaron que las ratas jovenes y adultas pueden discriminar entre un objeto
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novedoso y un objeto familiar, 24 horas después de la familiarizacion, mientras que las ratas
recién destetadas no pudieron. Esto parece indicar un proceso de maduracion del sistema
nervioso, lo que sugiere una similitud entre O. maya y las ratas. Es importante mencionar
que para lograr una exploracion adecuada de las ratas de diferentes edades durante la tarea,
Anderson et al. hicieron la tarea apropiada para la edad al reducir el tamafio de los objetos y
la arena de manera similar a como se hizo con O. maya en el presente trabajo. Esta diferencia
ontoldgica durante la tarea NOR parece no ser universal; por ejemplo, las larvas de pez cebra
pueden discriminar objetos desde los primeros dias después de la fertilizacion (Bruzzone et
al. 2020). Quizas esta diferencia en la capacidad de discriminar desde las primeras etapas de
la vida se corresponda con la necesidad de madurar un sistema nervioso mas complejo,
considerando que el pez cebra tiene 107 neuronas (Friedrich et al. 2013), mientras que las
ratas tienen un aumento acelerado en el nimero de neuronas durante los primeros meses
después del nacimiento y llegan a 2x10® neuronas (Bandeira et al. 2009). Del mismo modo,
los pulpos aumentan considerablemente su numero de neuronas durante el desarrollo
posterior a la eclosion hasta llegar a 5x10% neuronas (Hochner 2012). Aunque similar, esta
exploracion ocurre mucho mas lentamente en O. maya que en los modelos de rata y ratén
(Ennaceur 2018). Otra diferencia relevante entre ratas y pulpos es la presencia de una
madriguera durante el ensayo, que se utiliza para evitar el estrés de los ejemplares y conseguir
una correcta habituacion. Esta guarida provoca en los animales un comportamiento particular
en el que aumenta la latencia para explorar y una vez finalizada la exploracion de los objetos
vuelven a descansar en su guarida. Aunque esta es una diferencia importante entre la tarea
en el modelo murino y los pulpos, no influye en la capacidad de evaluar la memoria del objeto
familiar, ya que forma parte del contexto durante toda la prueba. En cuanto al tiempo de
exploracion, el tiempo total de exploracion de los especimenes adultos disminuy6
significativamente durante la fase de prueba. Si bien en el modelo murino esto normalmente
representaria un problema de falta de motivacion o motricidad durante la fase de prueba, en
O. maya se puede explicar teniendo en cuenta que los ejemplares volvieron a su posicion de
reposo en la guarida, una vez finalizada la exploracion de los objetos. Durante la fase de
prueba no siempre se exploraba el objeto familiar, provocando que el tiempo total de
exploracion de ambos objetos se redujera, ya que en este lapso los animales casi solo

invertian el tiempo para explorar el objeto novedoso y no en el familiar.
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Efecto de la ciclohecimida en la memoria de reconocimiento de O. maya.

La administracion de cicloheximida en los ejemplares adultos provocd una exploracion
similar entre el objeto novedoso y familiar, a diferencia del grupo sham que mostré un alto
indice de reconocimiento, 24h posteriores a la familiarizaciéon de los objetos. Esto puede
considerarse como un indicador que en los pulpos la memoria a largo plazo del objeto
familiar requiere de la sintesis de proteinas, por lo que presentaria una fase de consolidacion
de la memoria. Este resultado es similar a lo observado por Agin et al. (2003) en sepias
durante una tarea de ataque a presa dentro de un tubo transparente. En este paradigma el
animal aprende a inhibir la respuesta de ataque después de los primeros intentos fallidos de
atrapar la presa inaccesible por el tubo transparente. Este aprendizaje puede evaluarse a corto
y largo plazo y se observo que la administracion de cicloheximida inhibia la memoria a largo
plazo. Dentro del phylum mollusca, se ha observado un resultado similar en caracoles de la

especie Helix pomatia (Nikitin et al. 2019).
Estructuras del cerebro posiblemente relacionadas con la memoria de reconocimiento.

Con respecto a las estructuras que participan durante el paradigma de RON, en vertebrados,
RON se ha asociado con la actividad del hipocampo, la corteza insular, la corteza perirrinal
y la corteza prefrontal medial (Tanimizu et al. 2017; Rossato et al. 2019; Cinalli et al. 2020).
Aunque ningln invertebrado tiene tales estructuras, incluidos los pulpos como O. maya, esta
y probablemente otras especies de pulpos muestran una convergencia evolutiva con los
vertebrados en la capacidad de recordar un objeto familiar. Algunas estructuras del cerebro
central de los pulpos se han relacionado con tareas de memoria y se ha buscado similitud
entre estas y las estructuras del cerebro de los vertebrados, en particular se ha comparado su
16bulo vertical con el hipocampo de los vertebrados (Shomrat et al. 2015; Shigeno y Ragsdale
2015; Shigeno et al. 2018). Si bien esta comparacion ayuda a tratar de comprender qué sucede
en el cerebro del pulpo, a partir de nuestro conocimiento en otros grupos mas estudiados,
podria ser importante considerar la conformacion del sistema completo, en lugar de una
similitud de cada estructura. Esto permitiria encontrar las caracteristicas minimas y
necesarias de un sistema nervioso para que surjan las capacidades que estudiamos, en este

caso la memoria de reconocimiento de objeto.
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Historicamente, para integrar el conocimiento de como funciona el cerebro del pulpo se
realizaron estudios dividiendo la region supraesofagica del cerebro del pulpo en dos sistemas;
uno que incluye el 16bulo vertical y el 16bulo superior frontal (VL-SF) responsables de las
tareas de memoria visual, y otro que involucra el 16bulo bucal y el 16bulo frontal inferior (Bu-
IF), responsables de las tareas de memoria somatosensorial (Wells y Young 1975). Esta
divisién es util a la hora de evaluar tareas como discriminacion visual (Sutherland 1962;
Tomita et al. 2014) o condicionamiento del miedo (Shomrat et al. 2008). Sin embargo, en los
resultados de este trabajo queda claro que durante la tarea RON, O. maya utiliza la
exploracion visual y tactil. En consecuencia, esta tarea posiblemente involucre a ambos
sistemas, el VL-SF y el Bu-IF. Esto estd respaldado por las observaciones histoldgicas
presentadas aqui y por previos autores (Jung et al. 2018), que soportan la existencia de una
conexion neuronal entre el 16bulo frontal superior y el 16bulo frontal inferior directamente y

a través del 16bulo subfrontal.

De verificarse, esto plantea un sustrato fisico para la conectividad de los posibles sistemas
que se requieren para que O. maya recuerde el objeto familiar. Ademads, permite proponer
una serie de experimentos para corroborar si estos sistemas participan en la memoria de
reconocimiento y cudl seria el papel que estarian jugando las diferentes estructuras del
cerebro durante RON. Seria interesante ver si la exploracion visual es esencial para RON en
O. maya, ya que como se ve en este estudio, una vez que el pulpo se familiariza con los

objetos, practicamente no requiere exploracion tactil para reconocerlos.

El presente estudio apoya la idea de una convergencia evolutiva entre vertebrados y O. maya
(y muy probablemente otras especies de pulpos). La idea de convergencia evolutiva entre
pulpos y vertebrados ha sido previamente propuesta; a nivel de organizaciéon neuronal y
plasticidad sinaptica, entre el LV de pulpos y el hipocampo de mamiferos (Hochner et al.
2006); en cuanto al numero de neuronas y complejidad del cerebro entre pulpos y peces
(Packard 2006); y a nivel de conducta, al compartir la capacidad de aprendizaje condicionado
(Mather & Kuba 2013; Zarella et al. 2015). Sin embargo, esta tltima ha sido criticada pues
ha resultado dificil replicar los experimentos de condicionamiento operante, principalmente
por la falta de motivacion o de estimulos adecuados para la especie (Boal 1996; Hochner et

al. 2006). Los resultados de este trabajo apoyan la convergencia evolutiva entre pulpos y
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vertebrados a nivel conductual a través de una tarea comparable que permitiria el
reconocimiento de objetos novedosos con sistemas nerviosos completamente distintos.
Esencialmente, esta tarea se puede evaluar de manera casi idéntica entre ambos grupos y abre
la oportunidad de comparar los procesos fisioloégicos que la sustentan, como la plasticidad
neuronal, la sintesis de proteinas y ARN, la participacion de diferentes factores de
transcripcion y sistemas de estructuras cerebrales que la componen, entre otros. Este trabajo
servird para nuevas investigaciones sobre el sistema nervioso de los cefalopodos,
particularmente para aumentar el conocimiento neurobioldgico sobre O. maya, lo que, junto
con la ventaja de ser una especie criada en cautiverio, adiciona elementos para justificar su

uso en estudios sobre cognicidon en cefalopodos.

Conclusiones

*  Octopus maya puede discriminar un objeto familiar de uno novedoso, al menos
desde los dos meses de vida.

* Primera vez que se describe exitosamente la prueba de Reconocimiento de Objeto
Novedoso en invertebrados.

* Se propone a la exploracion tactil como principal pardmetro a medir para evaluar la
discriminacion.

* La cicloheximida interfiere con la memoria a largo plazo del reconocimiento de
objeto.

* Se da evidencia inicial de la presencia de una fase de consolidacién de la memoria a
largo plazo en Octopus, dependiente de sintesis de proteinas.

* Alas cuatro semanas de edad no todos los ejemplares de O. maya pueden
discriminar el objeto novedoso del familiar, probablemente debido a la respuesta
refleja de ataque.

* El cerebro central de O. maya se conforma de al menos 30 l6bulos, ampliamente

interconectados. Similares a los descritos para O. vulgaris y O. minor.
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Anexo. Tabla 1

Lébulo Abreviatura Tipos celulares

Vertical Lv Gliales, Pequefias amacrinas; pocas neuronas largas

Vertical medial LVm Gliales, Pequefias amacrinas; pocas neuronas largas

vertical lateral LVI Gliales, Pequefias amacrinas; pocas neuronas largas

Subvertical Anterior SubVa Neuronas largas, gliales, piramidales; axons del SFL

Subvertical Posterior SubVp Neuronas largas, gliales, piramidales; Cuerpos celulares que conectan

con entradas del LV

Superior Frontal SF Neuronas largas, gliales, piramidales y amacrinas grandes

Inferior Frontal IF Neuronas largas, grandes y pequefias

SubFrontal/posteriorFrontal SubF Neuronas pequefias y grandes, gliales

Bucal Bu Neuronas pequefias y grandes, gliales

Post Bucal BuP Neuronas pequefias y grandes, gliales

Dorsal Basal Anterior BaDa Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas

multipolares pequefias, glia

Dorsal Basal Posterior BaDp Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia

Basal Anterior BaA Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia

Basal Medial BaM Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia

Basal Lateral Bal Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia

Precomisural Precom Neuronas pequefias y grandes, gliales

PreBraquial PreBra Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia, sincitio funcional

PosBraquial PosBra Neuronas largas, grandes y pequefias con axones fusionados, neuronas
multipolares pequefias, glia

Pedal Anterior PeA Células amacrinas grandes, piramidales y grandes

Pedal Posterior PeP Células amacrinas grandes, piramidales y grandes

Palio Visceral PV Largas, piramidales y gliales

Sifon Sif Neuronas con cuerpos celulares muy grandes, baja densidad celular,

disposicidn en "panal de abeja" y algunas células pequefias en la base

Ventral Vasomotor VenVas Neuronas con cuerpos celulares muy grandes, baja densidad celular,
disposicidn en "panal de abeja" y algunas células pequefias en la base

50



Medial Vasomotor VasM Neuronas con cuerpos celulares muy grandes, baja densidad celular,
disposicidn en "panal de abeja" y algunas células pequefias en la base

Interbasal Iba Grandes neuronas con axones entrelazados como un "ramo", alta
densidad celular

Cromatoforo Posterior ChP Grandes neuronas con axones entrelazados como un "ramo", alta
densidad celular

Magnocelular dorsal Mgd Grandes neuronas con axones entrelazados como un "ramo", alta
densidad celular

Magnocelular posterior Mgp Grandes neuronas con axones entrelazados como un "ramo", alta
densidad celular

Olfactorio Olf Neuronas con citoplasma amplio, forma cuboidal, baja densidad celular

Peduncular Ped Pequefias neuronas, alta densidad celular

Optico Opt Neuronas amacrinas, muestra una capa de neuronas largas con
proyecciones axonales entre perikarion y neuropil, alta densidad de
somas en neuropilo

Glandula Optica Gopt Alta densidad celular, sin neuropilo, alta densidad de proyecciones
axonales interconectadas

Tracto Optico TrOpt

Nervio Optico nOpt

Nervio Braquial 1-8 nBra 1-8

Nervio Sifén anterior nSifa

Nervio Sifén posterior nSifp

Nervio Palial nPa

Nervio Visceral nVis

Nervio Bucal nBu

Nervio Orbital Anterior nAntorb

Conexién Cerebro-braquial Con Cer.Bra

Conexidn Pedal-Basal Anterior | Con Pe-Baa

Conexién Pedal-Basal Con Pe-Bap

Posterior

Conexidn Paliovisceral-Basal Con PV-Ba

Conexién Paliovisceral- Con Bra-PV

Braquial
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