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ESTUDIO DE LA REORGANIZACION SINAPTICA DE LAS FIBRAS MUSGOSAS
HIPOCAMPALES DE LA RATA TRAS LA EJECUCION DE UNA TAREA
ESPACIAL (LABERINTO DE AGUA)

Uno de los mayoras retos de las neurgciencias hoy en dia, es el describir
fos mecanismos por los cuales el sistema nervioso almacena informacion por
tiempos prolongados. Este problema ha sido abordado desde diversos enfoques
entre los que destaca el que relaciona las modificaciones estructurales del
sistema nervioso central, en paricular de sus circuitos neuronales, con
capacidades y funciones especificas de los organismos. Esta caracteristica del
sistema nervioso ha sido estudiada desde los aspectos biofisicos, bioguimicos y
anatémicos.

.. ANTECEDENTES Y ESQUEMA DEL TRABAJO.

Hace ya mas de trescientos afos Descartes propuso que la manera por 1a
cual un organismo almacena informacién es a través de la modificacién de las
relaciones entre los diferentes componentes de lo que denominaba el sistema
maestro de control (Descartes, citado por Lashley, 1950). Los frendlogos en el
siglo pasado (Spurzheim, 1825) proponian algo parecido. El cerebro, decian, es
como un grupo de musculos: las funciones que mas se ejerciten produciran un
aumento de tamaric en [a regidn cerebral correspondiente. En sllos estaba ya
presente la idea de que el sistema nervioso es capaz de modificarse como
consecuencia de la actividad.

Hoy sabemos que el cerebro no crece ni sé abulta como los musculos al

ser ejercitados. Sin embargo, la idea de que el cerebro se modifica como



consacuencia de la actividad a que es sometido, se ha vuelito fundamental para
explicar como los organismos almacenan informacién procedente de la
interaccién con su medio ambiente.

Uno de los conceptos generalmente utilizados para describir los procesos
de modificacion del sistema nervioso es el de plasticidad, dada su analogia con
los materiales que pueden ser moldeados por la interaccién con un agente
externo o cambios en las propiedades o caracteristicas del mismo. En las
neurociencias, la plasticidad implica cambios funcionales y/o estructurales en la
organizacion del sistema nervioso debido a alteraciones en la ontogenia del
organismo.

Las modificaciones en e! cerebro de un organismo pueden afectar la
manera por la que un organismo respondera posteriormente ante la estimulacion
del medio ambiente. Entre los procesos de cambio por los que un organismo
modifica la manera en la que responde ante el medio ambiente tras interactuar
con el mismo, existe uno, gue generalmente se denomina aprendizaje.

El sustrato fisiolégico de este fendmeno es el sistema nervioso. Por esta
razén, cuando un organismo aprende, se origina actividad neuronal que podria
producir modificaciones en el sistema nervioso de dicho organismo. Estas
modificaciones le permitirian modificar su respuesta en situaciones posteriores
semejantes.

Se han logrado detectar algunas estructuras del cerebro que parecen ser
indispensables para la ejecucion de tareas que se utilizan como modelos de
aprendizaje. El hipocampo es una de éstas. A él esta dedicada la primera seccion
de este trabajo, en la que se hace una descripcién anatémica del hipocampo asi
como un recuento de su participacion en los procesos biologicos del aprendizaje.

Las fibras musgosas son un subsistema celular dentro del hipocampo que
tiene una participacion importante en algunos procesos de aprendizaje. Las
caracteristicas celulares de las fibras musgosas les confieren una importante
potencialidad como participes en los procesos plsticos relacionados con la

ejecucién de las tareas en las que se ha observado la participacién hipocampal. A



este subsistema esta dedicada la segunda seccion del trabajo.

Una de las caracterisiticas de las fibras musgosas que las hace un
candidato atractivo para estudiar los fendémenos plasticos relacicnados al
aprendizaje, es el hecho de que las fibras musgosas son altamente susceptibles
de experimentar modificaciones de tipo anatomico, es decir, aquellas que implican
cambios en ta disposicidn fisica de las conexiones entre las neuronas. El término
comunmente utilizado para describir este tipo de cambios es el de reorganizacion
sindptica.

Los cambios de este tipo tienen especial relevancia para el estudio del
fendmeno del aprendizaje fundamentalmente debido a su durabilidad y resistencia
a la actividad subsecuente. Por esta razén, en la tercera seccidn del trabajo, se
exponen algunos ejemplos de como la actividad es capaz de modificar la
conformacion anatémica del sistema nervioso central (SNC), en especial el patrdn
sinéptico del subsistema de las fibras musgosas.

Posterior a esta revision, se plantean las hipéltesis que guiaron la presente
investigacion, se dascriben los resuitados que produjo, y se discuten y evallan
dichos resultados en torno a la literatura revisada asi como las implicaciones para

las neurociencias.

. _EL HIPOCAMPO: UNA ESTRUCTURA RELACIONADA CON EL
APRENDIZAJE Y LA MEMORIA.

La refacién de los procesos de aprendizaje y memoria con {a actividad del
sistema nervioso central, ha sido evidenciada al descubrirse que la integridad de
varias regiones del cerebro es de fundamental importancia para la adecuada
ejecucién de tareas que involucran estos procescs. Una de las regiones mas
ampliamente estudiadas en este sentido es el hipocampo. Esta estructura juega
un papel crucial en las funciones de memoria y aprendizaje, como lo ha

demostrado el efecto adverso que tiene tanto en humanos como en monos y
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ratas, la lesion o alteracion del hipocampo (Squire, 1992).

lla. Consideraciones anatémicas.

El hipocampo es una estructura cortical filogenéticamente antigua
tocalizada en los hemisferios cerebrales, bajo la neocorteza . Tiene una estructura
tridimensional compleja, en forma de una C abierta con un extremo en fa regién
septal dorsal en las regiones mediales del cerebro, y otro en las partes laterates y
profundas del lobulo temporal (fig. 1).

Fig 1. Visién esquemiética del hipocampo mostrando su focalizacién en ¢l hemisferic cerebral (A) y
fotogratia del hipocampo con el hemisferio cerebral removido (B). H: hipocampo; S: polo septal; T:
polo temporal; BO: butbo olfatorio; TC: tallo cerebral; CER: cerebelo; F: fornix; CC: cuerpo calloso.
Modificado de Amaral y Witter (A; 1995) y de Gaarskjaer (B; 1986),

La organizacion interna del hipocampo es laminar, se encuentra bien
definida y es facilmente observable. Ha sido generaimente subdividido por los
anatomistas en dos regiones principales: el giro dentado, v los campos de Ammaon
(CA1-3) (fig. 2) (Amaral y Witter, 1995). Las neuronas caracteristicas del giro
dentado son las llamadas célutas granulares. En la regién de los campos de
Amman el tipo celular caracteristico es el de las ¢élulas piramidales.

La exploracion histolégica sistemética de la regién de los campos de
Ammadn ha permitido observar fa conformacion taminar que posee esta estructura.
Una caracteristica conspicua es que las neuronas piramidales se encuentran
organizadas en una capa que recorre toda Ja region. Esto divide a la regi6n en
tres subregiones laminares: la zona suprapiramidal, llamada stratum radiatum, |a



zona infrapiramidal, llamada stratum oriens, y la zona de los somas neuronales,
Namada stratum pyramidale. Dada la orientacion de las células piramidales, el
stratum radiatum esté conformado por las dendritas apicales de estas neuronas
mientras que el stratum oriens 1o ocupan las dendritas basales. En la region CA3,
existe una cuarta subregién laminar, llamada stratum lucidum, que incluye la zona
proximal de las dendritas apicales de las neurpnas piramidales la cual se

encuentra ocupada por las terminales de las fibras musgosas {Amaral y Witter,
1995).

Fig. 2. Anatomnia bdsica del hipccampo. A. Ei hipocampo izquierdo disecado y plano de un corte
coronal, S: polo septal; T: polo temporal. B. Corte coronal de! hipocampo en el plano mostrado en

A, cerca del polo septal; GD: girc dentado; CA1-3: Campos de Ammén; f: fornix. Modificado de
Amaral y Witter (1995).

En el caso del giro dentado, los somas neuronales de las células
granulares se encuentran apifiados en la zona limitrofe con la regién de los
campos de Ammoén, en una capa gque se conoce con el nombre de capa granular.

La zona ocupada por las dendritas apicales de estas células, la cua) se extiende



hasta el limite exterior del giro dentado {tomando como limite interior los campos
de Ammén), se conoce con el nombre de capa motecular. Esta capa se subdivide
generaimente en eéxterna e interna,

Las células de estas dos grandes regiones se conectan entre si de la
siguiente forma: los axones de las células granulares del giro dentado,
denominados en conjunto fibras musgosas, forman una proyeccién compacta que
hace sinapsis con las células piramidales del drea CA3; a su vez, estas céiulas
proyectan sus axones hacia las células piramidales del érea CA1 por el haz
denominédo colaterales de Schaffer. Estos dos contactos, junto con la sinapsis
corteza entorrinal-giro dentado, constituyen e! llamado circuito trisinaptico del
hipocampo, el cual forma la base de las conexiones dentro de éste (fig 3.) (Teyler,
1991),

Fig 3. A. Corte coronal del hipocampo mosirande el circuito trisindptico. B. Corte coronal det
hipecampo mostrando la arborizacién dendritica de las neuronas tipicas de 1as principates regiones
del hipocampo. F: fémix; GD: Giro Dentado; fm: fibras musgosas; vp: via perforante; CE: Corleza
entorrinal; CA1, 3: Campos de Ammdn; Sch: Colaterales de Schaffer. Modificado de Ben-Ari y
Represa (A: 1990) y de Amaral y Witter (B; 19985).

Iib. El hipocampo y los procesos de aprendizaje espacial.

La existencia de deficiencias en la capacidad de recordar en pacientes con
lesidrt en la region temporal del cerebro, constituyé una de las primeras
evidencias de la participacion del hipocampo en los procesos de memoria y
aprendizaje. E! paciente H. M. (Milner et al., 1968), por ejemplo, constituye uno de

los primeros casos de lesién a la regidén temporal del cerebro que se haya



documentado sistematicamente. El paciente H. M. sufrié 1a extirpacion bilateral de
los I6bulos temporales debido a fa presencia de epilepsia intratabie en esa regién
del cerebro. Como resuliado, H.M. se volvié amnésico; es decir, perdid la
memoria.

Este caso, junio con olros que se estudiaron a raiz de éste con el proposito
de elucidar el papel que tienen en los procesos de recuerdo las formaciones del
idbulo temporal que incluyen al hipocampo, dio origen a la busqueda de un
modelo animal que pudiese replicar los hallazgos en humanos con e} fin de
buscar explicaciones a los mecanismos biolégicos de la memoria. Los modelos
animales mas utitizados para este fin han sido ratas, ratones y monos de diversas
especies (Squire, 1992; Squire y Zola-Morgan, 1891).

En las ratas y los ratones la participacion del hipocampo en los procesos
de aprendizaje y memoria ha silo ampliamente documentada en trabajos donde
se ha lesionado esta estructura y se han observado los efectos adversos de las
tesiones sobre la ejecucion de diversos tipos de tareas.

Los laberintos, entre los que se cuentan el [aberinto T, el laberinto radial y
el laberinto de agua, son las tareas de tipo espacial mas comunmente utilizadas

para estudiar los procesos de aprendizaje espacial en las ratas {fig 4.).

Laberinto "T" Laberinto radial Laberinto de agua

*

drea de salida |

Fig. 4. Tareas de aprendizaje espacial. A, Laberinto T. B. Laberinto radial. C. Laberinto de agua.

plataforma de escape



El aprendizaje en este tipo de tareas espaciales se ve especialmente
afectado por lesiones al hipocampo (Olsen et al, 1994, Volpe et al, 1992
Aggleton et al., 1992, 1989; Winocur y Moscovitch, 1990; Auer et al., 1989,
Emerich y Walsh, 1989; Olton y Feustle, 1981; Becker et al., 1980; Olton y Papas,
1979). Estas observaciones apuntan al hecho de que el hipocampo es una
estructura de crucial importancia para la ejecucion de tareas de tipo espacial. Sin
embargo, mas recientemente, han side detectados efectos adversos en tareas
que requieren discriminacion temporal (Meck, 1988; Olton et al., 1987; Meck et al,
1984), reconocimiehtc de objetos (Wood et al., 1993; Aggleton et al., 1989), y
discriminacién de estimulos compuestos (Whishaw y Tomie, 1891; Sutherland y
McDonald, 1990; Rudy y Sutherland, 1989).

Todos estos estudios han hecho posible el establecer una relacién
estrecha entre 1a utilizacién y/o e! almacenamiento de informacién sobre todo de
tipo espacial, y la integridad del hipocampo.

lle. La actividad eléctrica en el hipocampo.

Debido a que los trabajos con lesiones en el hipocampo han mostrado que
la integridad de éste es de fundamental importancia en la ejecucién de tareas,
sobre todo de tipo espacial, las investigaciones en torno a los mecanismos que
intervienen en el procesamiento y el almacenamiento de infomacién necesarios
para la adecuada ejecucién de las tareas, se han cgrientado hacia la elucidacién
de elementos celulares y/o sindpticos involucrados en estos procesos.

Bliss y Lomo {(1973) encontraron que breves trenes de alta frecuencia
aplicados a las aferentes excitatorias del hipocampo causaban un incremento en
la fortaleza de 1a transmision sinaptica que podia durar por dias y adn semanas
en animales intactos. Desde su descubrimiento, esta potenciacidn a largo plazo
{PLP) de la transmision sindptica excitatoria del hipocampo, se ha convertido en
uno de los modelos experimentales primarios para examinar los mecanismos
sindpticos del almacenamiento de la informacién. En el hipccampo ha logrado

inducirse PLP en varias vias como la via perforante {Bliss y Lomo, 1973; Roberts



et al., 1997; Doyere et al., 1897), las colaterales de Schaffer (Wang y Steltzer,
1996; Debanne et al., 1986, Abraham y Hugett, 1997) y las fibras musgosas
{Derrick et al., 1891; Nicoll y Malenka, 1995; Escobar et al., 1997). Asimismo, ha
logrado inducirse PLP en varias regiones de la neocorteza (Artola y Singer, 19580;
Tsumoto, 1992; Bear y Kirkwood, 1993; Escobar et al., 1998).

La relacién de este fenémeno con los procesos de aprendizaje ha sido
bastante estudiada en el hipocampo y en ofras regiones del SNC (Martinez y
Derrick, 1996). Un ejemplo al respecto es el estudio de Morris (1989), donde el
blogueo de la transmision sinaptica dependiente de receptores NMDA en ratas
produjo deficiencia en el aprendizaje de una tarea espacial (el laberinto de agua)
y en la induccion de PLP en sus hipocampos.

Otro nivel de estudio que intenta relacionar la aclividad eléctrica del
hipocampo con el aprendizaje y la memoria es el que investiga la actividad
eléctrica de las neuronas en el organismo vivo, completo, registréndolas
directamente y observando la relacion que guardan con la conducta del
crganismo. Esta clase de estudios ha permitido observar la actividad eléctrica
global del hipocampo cuando el organismo completo se encuentra realizando
alguna actividad exploratoria. La manera de proceder en este tipo de estudios,
generalmente consiste en la implantacidn de electrodos de registro en alguna
regién del hipocampo de forma tal que el animal pueda moverse libremente
mientras se registra la actividad neuronal.

El registro con més de un electrodo, generalmente dos ¢ cuatro, acoplado
a un sistema digital de procesamiento de informacién, ha permitido hacer
registros de campo de la actividad individual de muchas neuronas a la vez.
(O'Keefe, 1976; Speakman y O'Keefe, 1987).

Un hallazgo sorprendente de este tipp de estudios ha sido la
correspondencia que exhiben los patrones determinados de actividad neuronal
con la posicidn del animal en una localidad espacial determinada. Se ha podido
observar, por ejemplo, que los patrones de actividad de las neuronas en animales

en libre movimiento en un espacio cerrado, comesponden a las diferentes
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localidades en dicho espacio, al parecer, mapeandolo (fig. 5). Los patrones de
actividad constituyen un mapa del lugar al punto en que los investigadores
pueden decir en qué lugar estd el animal con sélo ver ef patron de disparo

registrado (Burgess y O'Keefe, 1996).
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Fig. 5. Labenintos de cuatro brazos donde se superpone el registro de neuronas individuales
(curvas concéntricas) a la localidad espacial donde se encuentra el animal. A. Registros
comrespondientes a brazos no-blanco. B. Registro commespondiente al brazo blanco. De Burgess y
O'Keefe (1886). Estrella: blanco.

Este tipo de observaciones, aunadas a la presencia dentro del hipocampo
del fenomeno de la PLP que muestra similaridades al proceso de aprendizaje,
permiten afirmar el papel crucial que tiene e! hipocampo en el procesamiento de
ta informacion necesaria para ejecutar tareas de tipo espacial. Los efectos
adversos que tienan las lesiones en esta estructura sobre este tipo de tareas
apoya aun mas este hecho. De esta forma podemos concluir que el hipocampo es
una estructura nerviosa que tiene una especializacién en el procesamiento de
informacién de tipo espacial.

Ii. LAS FIBRAS MUSGOSAS.

La participacién diferencial de subsistemas celulares dentro del hipocampo

en los procesos bioldgicos del aprendizaje y la memoria ha sido una via para
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localidades en dicho espacio, al parecer, mapeandolo (fig. 5). Los patrones de
actividad constituyen un mapa del lugar al punto en que los investigadores
pueden decir en qué lugar estd el animal con sdlo ver el patrén de disparo
registrado {Burgess y O'Keefe, 1956).
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adentrarse mds en [a elucidacion de los mecanismos a nivel celutar de dichos
procesos.

Uno de los subsistemas del hipocampo que ha sido explorado
intensivamente en este sentido es el de las fibras musgosas. Este subsistema es
bastante accesible al estudio histolégico, electrofisioldgico y bioquimico debido
principalmente al gran tamafio relativo de sus componentes, y como consecuencia

de ia estructura laminar del hipocampo.

IHa. Consideraciones anatémicas de las fibras musgosas.

Las fibras musgosas estan conformadas por los axones de las células
granulares del giro dentado. Constituyen una de las tres secciones del circuito
trisinaptico del hipocampo, siendo la proyeccion del giro dentado a la regién CA3,
donde hacen sinapsis con las células piramidales. Por esta razén, participan en la
transmisién de informacion que pasa entre estas dos regiones.

Las células granulares reciben aferencias masivas desde la corteza
entorrinal, la cual llega a los dos tercios externcs de sus dendritas; en su tercio
interno reciben una proyeccién del hilus ipsi y contralateral. De su polo somatico
basal, emerge un axon que luego tiene varias ramificaciones (se han abservado
alrededor de seis) en el hilus. Estos axones se retnen en el hilug y forman la
proyeccion compacta hacia la regién CA3 que se denomina fibras musgosas
(Gaarskjaer, 1986).

La proyeccion de la fibras musgosas, se restringe a la regiéon CA3 en las
ratas y ratones. Se le ha dividido en dos secciones: la principal, denominada
suprapiramidal, hace sinapsis en passant en la zona proximal de las dendritas
apicales de las células piramidales en CA3; la seccién secundaria, denominada
infrapiramidal, hace sinapsis del mismo tipo que la anterior pero en las partes
proximales de las dendritas basales de las células piramidales de CA3. Esta
segunda seccion se extiende normalmente sdio desde e! hilus hasta et primer
cuarto de la distancia entre éste y la terminacién del drea CA3 an las ratas de la
cepa Wistar (Schwegler et al,, 1993) (fig. 6).
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Fig. 6. A. Tincién de Timm de un corte horizontal del hipocampo de una rata que muestra en negro
oscuro el sistema de las fibras musgosas, Note la proyeccién musgosa infrapiramidal (flechas
blancas). B. Ampliacién de! rea encuadrada en A. de una preparacion con el trazador biocitina
que muestra ia reglén del giro dentado y el hilus del hipocampo, mostrando la arborizacion
dendrilica de las células granulares y, hacia la pare inferior de la foto, la zona donde comienzan
las fibras musgosas, pudiéndose observar 105 haces de axones que parten hacia 1a regién CA3. C.
Corte transversal de las fibras musgosas que muestran la gran cantidad de axones que
constituyen este haz de fibras, FM: fibras musgesas; H: Hilus; G y M: capas granular y molecular
del giro dentado, respectivamente; CE: corteza entominal R: strafum radiatum; L: stratum lucidim,
P: stratum pyramidale; O: stratum oriens. Modificado de Gaarskjaer (A y C; 1988). De Okazaki et
al. (B; 1995).

Las terminales axénicas de las fibras musgosas estan conformadas por
botones sinaplicos gigantes (5 a 10 micras en el eje mas grande}, con multiples
dobleces y varicosidades. Estos botones se encuentran invaginados por
excrecencias y espinas gigantes de las células piramidales, procesos a los que
tipicamente envuelven completamente formando grandes complejos sinapticos.
Por esto, cada botdn sindptico hace multiples sinapsis asimétricas con las espinas
dendriticas (fig. 7) (Gaarskjaer, 1986)
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Fig. 7. A. y B. Micrografias electrénicas de hotones musgosos tipicos (B) estableciendo contactos
sinapticos (flechas) con una dendrita. Nétese I3 gran cantidad de vesiculas sindpticas dentro del
botén, y la interdigitacién de espinas dendriticas (E) con el bot6n (B). C. Diagrama del botén en B.
haciendo notar la estructura tridimensionat de la dendrita y el botdn sindptico. De Gaarskjaer (A;
1986) y de Amaral y Dent (B y C; 1981).

Este tipo de morfologia ultraestructural es caracteristico de las terminales
de las fibras musgosas y se ha encontrado que se conserva en muchas especies
de mamifero, tales como el conejo, el gato, el cuyo, ademas de las ratas y ratones
(Gaarskiaer, 1986). La morfologia de la postsinapsis y la morfologia compleja de
los botones terminales, aunado al hecho de que cada fibra presenta muchos
botones, haciendo sinapsis en passant, es lo que le da la apariencia "musgesa" a
estas fibras, y de ahi se deriva su nombre (fig. 8).

Fig. 8. Célula piramidal de CA3 donde se observan varicosidades (flechas) en los contactas
sindpticos de botones musgosos. Microfotografia de una tincion de Golgi. Amaral y Dent (1981).
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lilb. Consideraciones electrofisioldgicas y bioquimicas de las fibras
musgosas.

Las fibras musgosas son una proveccién fundamentalmente excitatoria,
que utiliza principalmente glutamato en la neurotransmision pero también emplea
péptidos opivides. Algunas de las particularidades de la actividad
electrofisiolégica de las fibras musgosas parecen recaer sobre los peplidos
opicides, dado que la accién del glutamato es semejante al de otros lugares
donde éste funciona como neurotransmisor.

Los péptidos opiocides de las fibras musgosas se pueden agrupar de modo
general en dos: las prodinorfinas y las proencefalinas. Estos dos tipos de
moléculas se derivan cada una de un gen distinto, cuyo producto es luego
dividido para dar los péptidos activos en la neurotransmisién. Todas las células
granulares expresan constitutivamente el gen prodinorfina. Ademas, un 15% de
ellas expresan el gen proencefalina (Marris y Johnston, 1995).

El efecto de los péptidos sobre las células piramidales de CA3 depende del
tipo de receptor sobre el que actie. Hasta la fecha se han descrito tres tipos de
receptores a péptidos opioides: los tipo k, de efecto inhibitorio, en general
sensibles a los péptidos derivados del gen prodinorfina; y los tipo p y &, de efecto
excitatorio, en general sensibles a los péptidos derivados del gen proencefalina.
Estos tres tipos de receptores se han encontrado en las células piramidales de
CA3, por lo que se concluye que los péptidos opioides tfienen funciones
importantes en la modulacién de !a transmision sinaptica en esta conexién {Morris
y Johnston, 1995),

Los péptidos derivados del gen proencefalina son liberados Unicamente
cuando las fibras musgosas son estimuladas a alta frecuencia, mientras que los
derivados del gen prodinorfina son liberados por la estimulacion basal de baja
frecuencia (Morris et al., 1988). Este hecho, junto con el cambio en la cantidad de
proteinas expresadas derivadas de estos genes que se ha observado en las

células granulares al ser estimuladas, los hace candidatos en la modulacion de
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los procasos plasticos de las fibras musgosas, lo que parece ser el caso.

Eléctricamente, esta proyeccién responde a la estimulacién directa como
otras en el SNC. Sin embargo, posee caracteristicas especiales en su
comportamiento ante algunos tipos de estimulacién eléctrica como la PLP. Al
estudiar la induccién de PLP en las fibras musgosas, se han encontrado dos
puntos fundamentales en que el proceso de induccioén difiere con respecto al de
otras sinapsis donde se ha logrado inducir PLP, como la via perforante o las
colaterales de Schaffer. Por un lado, no parece depender de la activacién de la
célula postsinaptica para su induccién. (Nicol! y Malenka [1995] llegan a opinar
que es de naluraleza enteraments presinaptica.) Por otro lado, no depende de la
activacién de receptores NMDA (Nicoll y Malenka, 1995). Al parecer el elemento
crucial en la induccidn de PLP en estas fibras es la activacion de receptores para
péptidos opioides (Perick et al., 1991), concretamente el receptor de tipo u
(Derrick et al., 1992). Adn mas, se ha demostrado que la activacion del receptor
de tipo x, impide Ia induccién de PLP (Terman et al., 1994).

llic. Las fibras musgosas y los procesos de aprendizaje y memoria.

La relacion de la actividad en las fibras n{usgosas y los procesos de
aprendizaje y memoria, se ha realizado en varios sentidos. Uno de ellos es la
correlacion entre e! aprendizaje de una tarea de aprendizaje espacial y la
extensién del campo terminal o de proyeccién de las fibras musgosas. En este
sentido, se ha realizado un procedimiento de seleccién genético en ratones,
procedimiento que producia diferencias significativas en el tamafio del campo
terminal en diferentes grupos. Y se encontrd que, en el laberinto de agua, la
extensién de la porcién infrapiramidal de la proyeccion de las fibras musgosas se
correlaciona negativamente con la latencia de escape en el laberinto de agua
(Lipp et al., 1989) y positivamente con el aprendizaje de una nueva localidad de
escape en el laberinto de agua y con un mayor tiempo de blusqueda de la
plataforma en la prueba sin plataforma en ta misma tarea (Bernasconi-Guastalla
et al., 1994). En el caso del campo terminal total de las fibras musgosas, se ha
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encontrado una correlacion negativa con la latencia de escape (tiempo de llegada
a la plataforma) en el laberinto de agua (Wahlsten et al., 1991}

La participacién de las fibras musgosas y su particular sistema de
neurotransmision en los procesos plésticos en el hipocampo, ha sido evidenciada
al mostrarse que tanto la activacion de las aferentes al giro dentado como la
administracién de agonistas a receptores NMDA en las células granulares det giro
dentado, promueven la expresion de ARN mensajero del gen proencefalina y la
supresidn de la expresion constitutiva det gen prodinorfina (Johnston y Morris,
1994). El producto del gen proencefalina, como se mencioné antes, da origen a
péptidos afines a los receptores uy § , los cuales tienen un efecto excitador sobre
las células piramidales de CA3. Este efecto de domind en la facilitacion de
transmision de informacién de una sinapsis activada directamente (via perforante-
giro dentado) a una no aclivada directamente {fibras musgosas-células
piramidales de CA3), permitiria que la potenciacion de una sinapsis pudiera
activar la sinapsis siguiente en el mismo sistema de transmi.;;ic'm de informacidn,
facilitando el paso global de informacién en ese sistema (el circuito trisinaptico del
hipocampo; Morris y Johnston, 1995). Esto muestra que fas células granulares
tienen elementos a nivel celular que las convierte en un candidato atractive para
explicar parte de la capacidad pléastica del hipocampo.

Una tercera area donde se ha encontrado una relacién de las fibras
musgosas con los procesos de aprendizaje y memoria, es observando la relacion
de su actividad eléctrica con tareas de aprendizaje. La estimulacion de baja
frecuencia de las fibras musgosas, por ejemplo, afecta adversamente el
aprendizaje espacial (Collier y Routtenberg, 1984, Collier et al., 1987). Por otro
lado, se ha enconirado que el avance en el aprendizaje de una tarea espacial, se
correlaciona positivamente con la potenciacion en fas fibras musgosas (Mitsuno et
al., 1994). Esta aparente contradiccién de efectos parece tener una explicacion a
nivel de los neurotransmisores: la actividad basal (aumentada por la estimulacion
de baja frecuencia) de las fibras musgosas, libera dinorfinas, que son inhibidoras

de la actividad de las células piramidales de CA3, mientras que la potenciacion
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libera encefatinas, cuyo efecto es excitador (Morris y Johnston, 1995).

V. REORGANIZACION SINAPTICA EN EL SNC.

El hipocampo ha sido, entonces, identificado como pieza fundamental en
los procesos de aprendizaje y memoria. Asimismo, es una region que exhibe
caracteristicas electrofisiclégicas como la PLP que hacen pensar que es Su
capacidad plastica la que le permite participar en dichos procesos. Las fibras
musgosas, como subregién del hipocampo, tienen caracteristicas especiales que
la hacen (til para Ja evaluacién de la plasticidad en el SNC y su relacion con los
pracesos de aprendizaje y memoria. '

Existen tres razones fundamentales por las que esta proyeccion ha sido
sstudiada extensamente en relacién a las modificaciones estructurales que sufre.

La primera es consecuencia de la anatomia laminar del hipocampo
(descrita anteriorments), fo cual permite que cualquier subregion que pueda ser
marcada de forma aislada, sea facilmente observable dado el ordenamiento
altamente delimitado que existe entre las diferentes subregiones o grupos
celulares del hipocampo en las preparaciones disponibles.

La segunda razdn, es que sus botones sinapticos terminales son muy
grandes y numerosos, facilmente visibles con la utilizacion de la técnica argéntica
de Timm, que aprovecha las grandes cantidades de zinc que contienen. Ademas,
son facilmente identificables en el microscopio electrénico, asi como con técnicas
de trazado como fa biocitina o el amarillo de lucifer inyectados por iontoforesis, o
técnicas inmunocitoquimicas para péptidos opioides.

La tercera es la susceptibilidad que tienen las fibras musgosas frente a los
cambios en ia actividad elécirica a que son sometidos en diversas preparaciones
experimentales, en especial aquellas relacionadas a la actividad convulsiva. Esta
susceptibilidad frente a manipulaciones que afectan su actividad las hace muy

Utiles como modelo de plasticidad en el sistema nervioso.
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cambios en ia actividad eléctrica a que son sometidos en diversas preparaciones
experimentales, en especial aquellas relacionadas a la actividad convulsiva. Esta
susceptibilidad frente a manipulaciones que afectan su actividad las hace muy

utiles como modelo de plasticidad en el sistema nervioso.

18



Por astas razones, se han buscado intensamente las condiciones en las
que las fibras musgosas cambian sus patrones sindpticos, con el propdsito de
elucidar los mecanismos desde el nivel celular hasta ¢l anatémico, que son
utilizados para la modificacién de la conformacion sinaptica. Este tipo de
explicaciones lienen el objetivo final de lograr describir adecuadamente como el
sistema nervioso almacena informacidon por medio de la modificacion de sus
conexiones, no sélamente de tipo espacial y localizada en el hipocampo, sino
cualquier clase de informacién y en cualquier parte del cerebro.

IVa. Reorganizacién sindptica de las fibras musgosas durante la ontogenia.

La mayoria de las células granulares, y por ende, de las fibras musgosas,
se forman en las ratas despues del nacimiento, durante los primeros 28 dias de
vida postnatal (Gaarskjaer, 1986). Este proceso de crecimiento sufre alteraciones
ante la disminucién en la disponibilidad de nutrientes, principalmente proteinas.
En este sentido, se ha encontrado que la desnutricidbn prenatal disminuye la
extensin y el volumen de! campo terminal de las fibras musgosas (Cintra et al,,
1897). En las células piramidales de CA3, el mismo tipo de desnutricion reduce la
ramificacion dendritica asl como ta densidad de espinas dendriticas (Diaz-Cintra
ot al., 1994), efectos similares se observan en el giro dentado (Cintra et al., 1990).

Los efectos mas notorios de la desnutricién postnatal en animales jévenes
(Bedi, 1991; De Bassio et al., 1994) como en adultos (Andrade et al., 1993; 1995),
radican en la disminucion del nimero de células granuiares en el giro dentado,
efecto que se mantiene a pesar de la rehabifitacion nutricional posterior. La
disminucién definitiva en el nimero de ¢élulas granulares en el giro dentado en
los animales adultos provoca, sin embargo, cambios plasticos importantes en las
fibras musgosas ante la rehabilitacion nutricional, los cuales permiten recuperar el
area de contacto sindplico inicial entre las fibras musgosas y las células
piramidales del drea CA3 (Andrade et al., 1996) {fig. 9).
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Fig. 8. Modificaciones estructurales de las fibras musgosas en ratas somelidas a rehabilitacion
nutricional tras periodos prolongados de desnutricién (flecha). GD: giro dentado; FM: fibras
musgosas. CA1: Campo de Ammdn 1. De Andrade et al. (1885).

IVb. Efectos de los ambientes enriquecidos sobre el SNC.

Es conocido que durante los pericdos postnatales tempranos, el sistema
nervioso aun se encuentra generando gran cantidad de neuronas y que estd en
activo proceso de organizacion sindptica. Asimismo, se sabe que algunos de
estos procesos, son dependientes de la estimulacién sensorial que recibe el
organismo (Killakey et al., 1995). Debido a esto, se ha explorado el efecto que
tiene la estimulacion diferencial sobre la conformacién del SNC durante este
periodo.

El crecer en un ambiente rico en estimulacion externa, por ejemplo,
viviendo en compafia de ofros congéneres, siendo expuesto regularmente a
ambientes nuevos (e.g. un espacio abierto con objetos nuevos o colocados en
posiciones nuevas), o siendo maniputado frecuentemente por parte del
experimentador, tiene efectos sobre el SNC. Estos efectos van desde cambios
microestructurates (i.e. numero de ramas o espinas dendriticas, e.g. Bryan y
Riesen, 1989) hasta el nivel morfolégico grueso (e.g. Diamond et al., 1967).

A nivel morfolégico grueso, se han observado aumentos en el grosor de
algunas secciones de la neocorteza (Diamond et al,, 1867) y en la densidad
sinaptica de todo el cerebro (Saito et al., 1994). Este aumento en la densidad
sindptica también se encontrd localmente en la corteza visual de ratas (Tumer y
Greenough, 1985) concomitante a un aumento en la densidad neuronal,

Observaciones mas finas han revelado incrementos en el numerc de ramas
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dendriticas por neurona en !a corteza visual en ratas (Volkmar y Greenough,
1972), o en la corteza visual, somatosensorial y motora en monos (Bryan y
Riasen, 1889).

En el hipocampo se han encontrado aumentos en la cantidad de ramas
dendriticas de las células granulares (Fiala et al., 1978), asi como en el nimero
de células gliales y el grosor del giro dentado en general (Walsh et al., 1969).
Recientemente, se ha observado que la estimulacion enriquecida a edades
tempranas temprana provoca un aumento en la tasa de produccion de celulas
granulares, en el numero total de células granulares (alrededor del 15%), vy,
confirmando los hallazgos anteriores, aumento en la cantidad de células gliales
en el giro dentado asi como en el grosor de la misma regién (Kempermann et al.,
1997). Este tipo de situaciones experimentales pareciera no originar, de manera
directa, modificaciones en el campo terminal de las fibras musgosas.

A nivel biogquimico se han observado aumentos en la sensibilidad del
sistema beta-adrenérgico neocortical e hipocampal a 1a estimulacion (Escorinuela
et al., 1995), mayor actividad de la proteina cinasa C en el hipocampo {(Paylor, et
al., 1992), asi como incrementos en la expresion del ARN mensajero para BDNF
(brain-derived neurctrophic factor, un factor tréfico neuronal; Falkenberg et al.,
1992) también en el hipocampo. En el aspecto conductual también se han
identificado mejorias en la memoria (Escorihuela et al., 1995), disminucién de la
neofobia (miedo a objetos nuevos), mayor actividad y mejor aprendizaje {Bors y
Forrin, 1996: Lasalle et al., 1991) en tareas de campo abierto, mejor ejecucién en
el laberinto de agua de Morris (Kempermann et al., 1957; Falkenberg et al., 1892;
Paylor et al., 1992) y menor tiempo para el aprendizaje de una tarea de
alternancia espacial diferida (Mogensen, 1991).

Esto muestra en conjunto que el SNC puede modificarse de manera activo-
dependiente donde la actividad es resultado de la estimulacién sensorial externa
a que es sometido el arganismo, lo cual tiene, a su vez, efectos ulteriores sobre la
conducta.
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IVc. La actividad eléctrica y la reorganizacion sinaptica en el SNC,

Cuando un organismo aprende, la actividad eléctrica generada por la tarea
a que fue sometido, modifica la redes de interconexion entre las neuronas de tal
forma que la informacién perteneciente a este tipo de aprendizaje queda
“grabada" en la arquitectura de la red (Wong, 1997). Esto quiere decir que para
observar cémo el SNC almacena informacién, es cuestién de buscar los cambios
en las diferentes redes nerviosas como consecuencia de su actividad.

Sin embargo, dado el nimero de conexiones que una neurona puede tener

(del orden de 40,000 en neuronas piramidales corticales humanas; Cragg, 1975),

y el nimero de neuronas en un cersbro de mamifero adulto (del orden de 101 en
el cerebro humano), es evidente la complejidad de las redes resultantes, con
millones de nodos y conexiones. De ahi la dificultad de refacionar un proceso de
aprendizaje tanto con la actividad eléctrica especifica del mismo, como con las
modificacionas estructurales en la red que resuftan de éste y que
presumiblementa lo mantienen.

Se conocen, no obstante, algunas caracteristicas que relacionan la
actividad en una parte del cerebro con modificaciones en esa zona. Por ejemplo,
se conocen las ventanas temporales en que un "paquete” de informacidn
relacionado a un aprendizaje especifico esta ain en su fase "eléctrica” {cuando
estd presente en la actividad eléctrica de la red) y cuando ya se encuentra
"grabado" en la arquitectura de la red (es decir, cuandc ya ha habido
modificaciones sinapticas). Dada la labilidad de la fase "eléctrica”, al someter a un
animal a choques elactroconvulsivos un cierto tiempo (normalmente mencs de 30
min) después de que aprendié una tarea, éste, al recuperarse de la convulsion,
no recuerda la tarea; sin embargo, si las convulsiones suceden en un lapso de
tiempo mayor al anterior (e.g. unas horas después), ef animal recuerda
perfectamente la tarea {e.g. Buresova y Bures, 1979). Esto ha hecho pensar que
las modificaciones en el SNC que permitian este almacenamiento no labil de la
informacion, serian de tipo estructural, i.e. de los patrones sinapticos, los cuales

serian resultade de la actividad eléctrica inicial suscitada por la estimulacion
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(Weiler et al, 1995). Se piensa que este tipo de modificaciones debe ser
resistente a la actividad eléctrica inespecifica subsecuente, representada por los
choques electroconvulsivos, teniendo un carécter de mayor permanencia.
Observaciones como ésta, han reanimado ta bisqueda de evidencias en el
sentido de que el SNC pueda, en efecto, modificar los patrones de conexion en
sus redes como consecuencia de algun tipo de actividad eléctrica nervicsa. Y,
ciertamente, se ha encontrado que las modificaciones en la actividad nerviosa
tienen consecuencias sobre l0s patrones sinapticos en el SNC. Los efectos méas
dramaticos han sido observados en las preparaciones experimentales de modelos

de epilepsia y fundamentaimente en las fibras musgosas del hipocampo.

En los modelos de epilepsia experimental utilizando kindling eléctricol o la
inyecci6n de agentes convulsivos como la pilocarpina o el kainato, se han logrado
detectar cambios masivos en los patrones sinapticos de las fibras musgosas. La
mayoria de los estudios {(Wuarin y Dudek, 1996; Ebert y Lbscher, 1995; Okazaki
et al., 1995; Represa et al., 1993; Cavazos et al., 1991; Sutula et al., 1988) han
observado la aparicion de grandes cantidades de botones sindpticos de las fibras
musgosas en ta capa molecular del giro dentado, region donde normalemente son
inexistentes. Asimismo, Represa y Ben-Ari {1992), detectaron reorganizacion
sindptica hacia la zona de las dendritas basales de las células piramidales de
CA3 (stratum oriens) tanto con kindling eléctrico como con la inyeccidn de
agentes convulsivos. En pacientes con epilepsia de lobulo temporal, también se
ha encontrado reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas hacia la capa
molecular del giro dentado (Franck et al., 1995; Houser et al., 1990; de Lanerolle
et al., 1989) (fig.10}.

1 El kindling eléctrico es un proceso ampliamente utilizado para inducir actividad comvulsiva cronica en
animales. Conmsiste en la estimulacidn eléctrica subconvulsiva aplicada de manera repetitiva (a
infervalos regulares) en algunas regiones del cerebro originando la aparicién subsecuente de una
condicidn epiléptica crénica ¢ permanente, Algunas de las regiones cercbrales com mayor
susceptibilidad a desarrollar el fendmeno son fa amigdata y el hipocampo.
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Fig. 10. Reorganizacién sindplica en el hipocampo. A. Regién CA3 del hipocampo de rata,
mostrando la aparicién de botones sindpticos musgosos en et stratum oriens (Rechas), después de
{a administracién de 4cido kainico. B. Giro dentado de rata mostrando !a aparicién de una banda
de botones sinapticos (flechas) en la capa molecular externa tras la administracién de pilocarpina.
C. Giro dentado, mostrando (flecha), la aparicion de botones sinapticos musgosos en la capa
molecular después de kindling eléctrico. D. Corte de hipocampo humano proveniente de un
paciente con epilepsia de I6bulo temporal intratable mostrando la presencia de botones musgosos
en la capa molecular Intema del giro dentado. Todas las preparaciones procesadas por la técnica
de Timm. FM: fibras musgosas; rad, |u, pyr, or: strata radiatum, lucidum, pyramidale y oriens,
respectivamente; G, MI, ME: capas granular, molecular intema y molecular externa del giro
dentado; H: hilus. De Ben-Ari y Represa (A; 1990), Lemos y Cavalheiro (B; 1895), Ebert y Lscher
(C; 1995) y Franck et al. (D; 1995).

Este tipo de sinapsis aberrantes o ectdpicas, como les han denominado
algunos autores (Ben-Ari y Represa, 1990), han sido detectadas generalmente
utilizando la técnica de Timm. Pero estos hallazgos han sido también
carraborados utilizando otras técnicas como Golgi (Represa y Ben-Ari, 1992),
trazadores de vias neurales (fig. 11) (Okazaki et al., 1995; Franck et al., 1995), o
microscopia electrénica (Reprasa et al., 1993).
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Fig. 11. Ax6n musgoso recurrente que penetra en la capa granular del giro dentado que exhibe los
botones numerosos y de gran tamafio caracteristicos de las fibras musgosas (flechas). En primer
plano {ramas gruesas), dendritas de una célula granular. Foto realizada con el trazador retrdgrado
biocitina en animales ¢on administracion de dcido kainico. De Okazaki et al. (1995).

Es entonces claro que la actividad eléctrica resultante de fendmenos de
epilepsia (i.e. actividad convuisiva), tanto patolégica {en humanos) como en los
modelos experimentales, tiene como consecuencia la produccién de nuevas
colaterales axénicas en el campo proximal y terminal de las fibras musgosas

hipocampales, que redunda en ia formacion de nuevas sinapsis (fig. 12).

Fig. 12. Esquema donde se muestra la posible rnuita que siguen los axones que dan origen a los
botones musgosos en el stratum oriens del hipocampe después de crisis convulsivas. FM: fibras
musgosas; FM-N: Fibras musgosas nuevas; rad: stratum radiatum, (u: stratum lucidum; py. Strafum
pyrarnidale; or: stratum oriens. Modificado de Ben-Ari y Represa, 1980,
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La actividad epiléptica ha logrado relacionarse con la potenciacion a largo
plazo al observarse que después de actividad convulsiva en rebanadas de
hipocampo, se logra observar una facilitacion de la transmision sinaptica muy
semejante a la potenciacién a largo plazo (Anikhztejn et al., 1991; Ben-Ari y Gho,
1988). Esto parece indicar que en el hipocampo la induccion de la actividad de
disparo epileptogénica podria involucrar mecanismos similares a los involucrados
en la plasticidad sindptica en e} caso de la PLP (Represa et al, 1994). Esta
relacién entre los fenémenos de epilepsia y fenémenos eléctricos relacionados
con los procesos de aprendizaje tales como la potenciacién a largo plazo, ha
hecho pensar que los fenémenos a nivel celular y molecular que subyacen a
estos fenémenos plasticos, no sélo son similares entre si, sino que son los que
subyacen a todos los fendmenos pldsticos.

Un fendmenc que confirma aion mds esta relacion entre la actividad
eléctrica convulsiva y ta PLP es el haliazgo de sinaptogénesis de las fibras
musgosas tras la induccion de PLP. Escobar et al. (1997; 1994b) y Adams et al,,
(1997b), encontraron que después de la estimulacién inductora de PLP en las
fibras musgosas, se observaba una reorganizacién sindptica hacia el stratum
oriens en la regitn CA3, muy semejante a la que observaron Represa y Ben-An
{1992) como resultado de crisis convulsivas,

Este fenémeno ha permitido realizar un puente entre las modificaciones
eslructurales en el SNC y la actividad eléctrica no convulsiva, la cual es mas
parecida a la actividad fisiolégica que subyaceria a los procesos de aprendizaje y
memoria. En esta linea, la relacion ya postulada (Desmond y Levy, 1988) entre Ia
actividad eléctrica inductora de PLP y las modificaciones a nivel microestructural
(forma y drea de espinas dendriticas y botones terminales), se ha visto
confirmada en estudios donde se observa que la inactivacién de la proteina de
adhesion celular especifica de las neuronas (NCAM) altera la posibilidad de las
célutas de modificar sus patrones de conexién {el empalme dirigido ¢célula-célula),
e impide la induccidn de PLP {Becker et al, 1995, 1996). Este tipo de

modificacionas a nivel microestructural han sido confirmados recientemente en
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estudios de microscopia electrénica del fenémenc de PLP donde se observan
cambios en ta morfologia de las sinapsis potenciadas (Buchs y Muller, 1996).

Asimismo, existen evidencias que confirman ia relacion de las
modificaciones sindpticas y la PLP con el aprendizaje espacial. Por ejemplo,
Conquet et al. (1994), fograron blogquear tanto la induccién de PLP como el
aprendizaje del laberinto de agua de Morris, suprimiendo el gen que codifica para
un tipo de receptor metabotropico al glutamato (mGlut), el cual se sabe que
interviene en los procesos de potenciacion y transmision sindptica. AlUn mas, se
ha logrado impedir el aprendizaje del laberinto de agua de Morris bloqueando la
actividad de las proteinas de adhesién celular neuronales (NCAM), las cuales se
sabe que tienen fundamental importancia en las modificaciones sinapticas
(Becker et al. 1995, 1996).

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que se ha observado que las fibras musgosas son susceptibles de
experimentar reorganizacién sindptica de sus proyecciones terminales en
diferentes situaciones experiementales (e.g9. Ben-Ari y Represa, 1990; Adams et
al., 1997b; Andrade et al.,, 1995), nos propusimos explorar las modificaciones
sinapticas generadas en respuesta a la ejecucién de una farea de aprendizaje
espacial.

La tarea seleccionada fue el laberinto de agua de Marris (Morris, 1981). La
seleccién de la tarea responde a la evidencia generada en relacidn a los
siguientes factores: a) la marcada participacién del hipocampo en el aprendizaje
de tareas espaciales (8.g. Auer et al., 1989); b} |a relacién que existe entre la PLP
tanto con la ejecucidn de tareas de tipo espacial {e.g. Mitsuno et al., 1994) como
con la generacién de nuevas sinapsis (e.g. Adams et al, 1997b); ¢) la
susceptibilidad a la medificacidn del patrén sindptico de las fibras musgosas ante
diversas situacicnes experimentales (e.g. Ben-Ari y Represa, 1890); y d) la
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diversas situaciones experimentales (e.g. Ben-Ari y Represa, 1990); y d) la
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evidencia representada por los estudios que relacionan la actividad neural en el
hipocampo con la ejecucién del laberinto de agua {Conquet et al., 1994; Backer et
al., 1996).

Para tal efecto, el presente estudio pretendié:

1. Mostrar que los sujetos aprenden con éxito el laberinto de agua de
Moarris, utilizando para ello fos parametros de latencia de llegada a la plataforma y
de distancia recorrida en la busqueda de ia misma. ' ’

2. Analizar los cambios en l1a distribucién del patron sinéptico de las fibras
musgosas que pudieran resultar del'aprendizaje del laberinto de agua de Morris,
utilizando para ello la técnica histologica de Timm.

3. Cuantificar los cambios en e! patron sindptico que se observen en los
diferentes grupos experimentales por medio de la densitometria de imagenes
digitalizadas.

4. Explorar la relacién de! fenémeno con la intensidad de la actividad
nerviosa relacionada al aprendizaje, determinando para ello ei nimero minimo de
ensayos necesarios para la induccion de sinaptogénesis en las fibras musgosas

5. Deslindar los componentes no espaciales de la tarea empleada, asi
como los efectos del estrés, implementande para elio un grupo entrenado en la
tarea de prevencion pasiva.

6. Evaluar y discutir los resultados a la luz de las teorias que intentan

explicar el almacenamiento de informacién en el sistema nervioso.
V1. PROCEDIMIENTO

El presente estudio const6 de dos fases experimentales cuya metodologia
general se describe a continuacién.
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Vla. Sujetos.

Todos los animales empleados en el presente estudio fueron ratas machos
de la cepa Wistar, con pesos entre 250-350 g. Se les mantuvo desde su llegada
al laboratorio y durante los experimentos, en cajas individuales de acrilico con
agua y alimento ad fibifum., en un ciclo de luz-obscuridad 12:12 h (luz, 9:00-
21:00).

Vib. Laberinto de agua.

Ei entrenamiento en esta tarea consiste en colocar a los animales en un
estanque con agua, para que éstos encuentren nadando un blanco invisible péra
ellos {plataforma sumergida), guidandose tnicamente por pistas que se encuentran
fuera del estanque en cuestién.

En el presente estudio se utilizd un estangue circular con dimensiones de
100 cm de didmetro y 85 cm de profundidad. Como plataforma de seguridad se
utilizé una columna de acrilico transparents con una base cuadrada de 10 cm por
lado y una altura de 24 cm sujeta al fondo del estanque. El agua utilizada (22-23°)
alcanzd una profundidad de 25 cm, de tal forma que la plataforma de seguridad
quedd sumergida 1 cm.

El registro de la conducta se efectud utilizando un sistema de circuito
cerrado de TV conectads a una computadora {ChromoTrack 3.0; San Diego
instruments, San Diego, CA, E.U.) que digitalizé y proces6 los parédmetros
espaciales y temporales de la ejecucion de los animales en el laberinio de agua
(fig. 13). De esta forma se obtuvo el registro para cada animal, tanto del tiempo
que demoraba en alcanzar la plataforma a partir del momento en el que se le
colocaba en el agua, como la distancia recorrida por el mismo durante este
intervalo de tiempo.

Vlc. Prevencion pasiva.

La prevencién pasiva se lievo a cabo en cajas provistas de dos camaras
con dimensiones de 30x40x15 cm, separadas por una puerta deslizable. Una de
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jas camaras se ilumina arlificialmente mientras |a otra permanece a oscuras. Esta
Gltima esta provista de placas metalicas a través de las cuales se aplican choques
eléctricos. Durante la sesion de adquisicion, los animales fueron colocados en la
camara iluminada y, después de 30 s, la puerta deslizable fue abierta permitiendo
a la rata entrar al compartimento oscuro. El tiempo transcurrido desde que la
puerta se abre hasta que |a rata penetra en el compartimento oscuro se registra
como latencia basal. Posteriormente, la puerta se cierra y se administra un
choque eléctrico con 0.8 mA DC durante 3 s, al cabo de los cuales se abre la
puerta y se permite al animal regresar at lado iluminado. Este entrenamiento se
repitié durante tres dias (Escobar et al., 1994a).

5 computadora

m e S camara de TV
estarue
tiempo: 3507 ;\

distancia: 243.46

nivel del agua --2
4-. i
-t =~ plataforma

]

Fig. 13. Diagrama del [aberinto de agua y sistema cerrado de TV,

Vid. Técnica histblégica de Timm para metales pesados.

La técnica de Timm para la deteccién de metales pesados (Danscher,
1981), consiste en la reduccién de metales pesados libres con sulfuro de sodio,
cuyo producto se combina posteriormente con una sal de plata (nitrato de plata) y
se somete a un proceso de revelado analogo al fotogréfico, o que conduce a fa
formacion de plata metalica que puede ser visualizada.

Los animales fueron anestesiados profundamente con pentobarbital sddico
Anestesal (Pfizer) y perfundidos transcardialments con 250 ml de una solucion
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acuosa de sulfuro de sodio al 0.4%, seguido de 250 ml de una solucién de
paraformaldehido al 1% y glutaraldehido al 1.25%. Posteriormente los cerebros
fueron extraidos y sumergidos en {a misma solucién fijadora por alrededor de 3
horas, transfiriéndose después a una solucion amortiguadora conteniendo
sacarosa al 30%. Al cabo de aproximadamente dos dias, los cerebros fueron
cortados por congelacién en un microtomo (Reichert-Jung, Austria), obteniéndose
secciones coronales de 40 pm, las cuales fueron conservadas en amortiguador
fosfatos-salina 0.1 M hasta su montaje en portacbjetos cubiertos con gelatina.
Una vez montadas y secas, las secciones fueron reveladas en la obscuridad en
una mezcla 12:6:2 de goma arabiga (20%), hidroquinona (5.6%) y amortiguador
citratos, a la que se agregd 1.5 ml de una solucion al 17% de nitrato de plata. Los
reactivos empleados en esta etapa fueron obtenidos de la compaiiia Sigma (E.U.).
Tras el revelado, se procedi6 al lavado en agua corriente (10 min) y agua
destilada (10 min). Posteriormente fueron deshidratadas en una serie de
alcoholes graduales al 50%, 70%, 80% y 96%, isopropanol, alfa-terpenol y xilol
{todos al paso). Inmediatamente después, fueron cubiertos y montados con
Permount (Fisher, E.U.) o Balsamo de Canada (Sigma, E.U.). Los cortes fueron
examinados por microscopia de luz con el propdsito de evaluar la presencia y
distribucién de fos botones sindpticos de las fibras musgosas.

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA TECNICA DE TIMM

Postfijacién por Reposo en
Extraccién de 3hen sacarosa al 30% Cortes coronales
Perfusién [~ cerebros —¥paraformaldehido/ [—* en amortiguader [—* por congelaciin
glutaraldehido fosfatos por 24 h a 40 ym.
I
L
Revelado en Lavado y Montaje
Montaje en solucion de deshidratado en permanente en
portaobjetos con ¥ nitrato de plata e glcoholes [—* Permounto
gelatina hidroguinona graduates Batsamo de
Canad4
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Vle. Andlisis por densitometria de imagenes digitalizadas.

E! andlisis densitométrico efectuado en la presente invetigacién, se realizd
digitalizando imagenes de las secciones procesadas por la técnica de Timm por
medic de una camara de video Hamamatsu (Japon) de aita resolucién, montada
en un microscopic Nikon (Japdn) y utilizando el programa lmage de captura y
procesamientc de iméagenes (NIH, Bethesda, MD. E.U.) en una computadora
Macintosh Il (Apple, E.U.). En las imagenes asi digitalizadas, ubicadas entre las
coordenadas A.P. -2.8 y —3.8 a partir de bregma de acuerdo al atias estereotaxico
de Paxinos y Watson (1982), se midié el drea ocupada por los granulos de plata
(reaccibn positiva al procedimienfo de Timm) en el stratum orens, cuyo rango de
densidad oOptica fuera idéntica al detectado en el stralum lucidum,
correspondiente a la proyeccidn principal de las fibras musgosas.

VIf. Descripcion de las fases experimentales

VIf.1. Fase l.

Con el propésito de explorar el efecto que pudiera tener el entrenamiento
en la tarea del laberinto de agua sobre la organizacion sinaptica de las fibras
musgosas, se utilizaron 30 ratas distribuidas aleatoriamente en los siguientes
grupos: grupo LA, entrenado en el laberinto de agua (n = 10); grupo CN, control
de nado {n = 10); y grupo Cl, control intacto (n = 10).

El grupo LA fue entrenado en el laberinto de agua siguiendo un
procedimienta modificado de Morris (1981) para el aprendizaje espacial durante 3
dias. Cada dia de entrenamiento, los animales fueron colocados en el estanque
con el objeto de que aprendieran a localizar 1a plataforma utilizando 10 diferentes
posiciones iniciales para cada ensayo en un fotal de 10 ensayos por dia. El
tiempo entre ensayos fue de 60 s disiribuidos de la siguiente forma: 30 s scbre ia
plataforma después de que el animal la localiza, y 30 s en una caja de acrilico
fuera del estanque. El tiempo de busqueda méximo fue de 60 s, al cabo del cual

se daba por terminado el ensayo.
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[ 10 veces I

Colocacifn de Llegada ala Permanencia Pemanencia

los animales plataforma sobre la en la caja de

en el agua plataforma acrilico (30 s)
(60 s max) {30 s)

Los animales del grupo CN (control de nado) se sometieron a una prueba
de nado en el mismo estanque empleado para el grupo anterior, pero en ausencia
de la plataforma de seguridad. Cada dia, se colocaron los animales en el agua
tres veces, permitiendo un tiempo de nado de 60 s en cada ensayo, y un periodo
entre ensayos de 60 s (en la caja de acrilico fuera del estanque). Con este
procedimiento se aislé el componente de aprendizaje espacial presente en la
tarea, de los efectos de la manipulacion, la actividad motora del nado y el
contacto con el agua.

Finaimente, el grupo Cl {(control intacto), no recibid ningin tipo de
entrenamiento permaneciende en sus cajas-habitacion durante todo el
experimento.

Siete dias tras la finalizacion del entrenamiento en el laberinto de agua,
siguiendo el protocolo de deteccidbn de sinaptogénesis por estimulacién
tetanizante inductora de PLP descrito por Escobar et al. (1994b; 1997}, los
animales de los grupos LA y CN, asi como los animales del grupo Cl, fueron
procesados de acuerdo a la técnica de Timm para metales pesados. Una vez
finalizado el procesamiento histoldgico, fueron analizados por densilometria de
imagenes tal como se describi¢ previamente. Las medicignes obtenidas fueron
sometidas a un analisis de varianza (ANOVA) factorial empleando la prueba post-
hoc de Fisher,
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VIf.2. Fase Il

Como es sabido, |a repeticidn de una tarea facilita e! establecimiento de la
memoria (Bailey y Kandel, 1993). Asi, en una etapa subsecuente de nuestras
investigaciones llevada a cabo con el fin de determinar el nimero minimo de
ensayos necesarios para la induccién de sinaptogénesis en las fibras musgosas,
efectuamos experimentos en los cuales 45 animales fueron divididos en cinco
grupos. Los primeros tres grupos fueron entrenados en el laberinto de agua
durante uno {LA1; n = 10), dos (LA2; n = 10) y tres dias (LA3; n = 11). El cuarto
grupo fue utilizado como control de nado (CN; n = 7). Adicionalmente, con el fin
de deslindar los componentes no espaciales de la tarea empleada, asi como los
efectos del estrés, el Ultimo grupo de animales recibié la adquisicion repetitiva de
la tarea de prevencidn pasiva (PP; n = 5), la cual ha sido considerada como una
tarea de aprendizaje inducida por estrés (Bemabeu, et al. 1997). Este
entrenamiento se efectud de la manera descrita en la metodologia general.

Todos los animales fueron sacrificados 7 dias después de la Gitima sesion
de entrenamiento y sus cerebros procesados de acuerdo a la histoquimica de
Timm previamente descrita. E| andlisis histolégico, densitométrico y estadistico de
ios resultados derivados de estos grupos se efectud de forma similar a la descrita

en la seccion anterior,

Vlg. Resumen de los grupos que conforman el procedimiento experimental.

[ FASE 1 | FASE Il
Experimentales Controles Experimentales Controles
LA:n=10 CN:n=10 LA1:n=10 CN:n=7
Ckn=10 LA2: n=10 PP:n=5
LA n=11
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ViI. RESULTADOS

Vila. Fase |.

El entrenamiento en ef laberinto de agua (grupo LA} tuvo como resultado {a
disminucion en el tiempo de llegada a la plataforma asi como en la distancia
recorrida, lo cual concuerda con lo obtenido por Morris (1881). El analisis de
varianza de repetidas medidas mostré diferencias estadisticamente significativas
para e! tiempo (Fia2e = 23.65; p<0.0001) y la distancia (Fya2 = 22.59; p<0.0001),
durante los dias de entrenamiento. Esta disminucion en el tiempo y ia distandia
es, en esta tarea, el indicador del aprendizaje de la localidad espacial,
concluyéndose entonces, que los animales efectivamente aprendieron la tarea del
laberinto de agua (fig 14).

En los animales del grupc control de nado, no se observd ninguna
disminucién en el tiempo, manteniéndose éste constante en 60 s a lo largo de
todo el entrenamiento (fig. 14). La distancia recorrida muestra una ligera
tendencia a disminuir a lo largo de los tres dias, lo cual parece deberse a una
habituacién de la situacién, al ser el escape imposible. Esta tendencia fue
observada en especial en el (ltimo dia del entrenamiento, donde los animales
realizaban sélo los movimientos de nado necesarios para mantenerse a flote y no
ahogarse.

Vita. 1. Resultados Histolégicos.

El procesamiento de los tejidos por la técnica de Timm para metales
pesados, permitid observar claramente al microscopio de luz la formacion d'e
granutos de plata metdlica (reaccién positiva) en la zona correspondiente al
campo terminal de las fibras musgosas (sfratum lucidum) en el grupo LA. Esta
zona se logrd apreciar como una banda curva que nacia en el limite entre ef hilus

del hipocampo y el giro dentade, concentrandose después en ia zona inmediata
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superior a la zona de las células piramidales del area CA3, y llegando hasta el
limite con el éarea CA1. La region distal del 4rea CA3 correspondiente a la zona
infrapiramidal (straturm oriens), se encontrd libre de granulos de plata en la
mayoria de los animales del grupo Ci. (figs. 15y 16, Ay B}.

En los animales entrenados en el laberinto de agua (grupo LA), se
cbservé de manera evidente en el microscopio de luz, ademas del patrén
caracteristico observado en ios animales intactos (grupo C)), Ia aparicién de una
segunda banda positiva a la reaccion de Timm, en la zona del stratum oriens (fig.
15 y 16, E, F). Este hecho revel6é que en los animales entrenados en el laberinto
de agua, el campo terminat de las fibras musgosas se habia extendido hacia las
dendritas basales del darea CA3.

En los animales controles de nado (grupo CN), no se observé esta
segunda banda conspicua (fig. 15 y 16, C, D), pudiéndose descariar de esta
manera efectos inespecificos del proceso de entrenamiento sobre los animales
entrenados.

Vlla.2. Densitometria de imagenes digitalizadas.

El andlisis densitométrico de las imagenes digitalizadas de los cortes
confirmé de manera cuantitativa las diferencias presentas en el drea de reaccidn
positiva para Timm en la zona correspondiente al stratum oriens al extremo distal
del drea CA3. El| andlisis estadisitico de estos datos revelé diferencias
significativas (F,1s = 25; p<0.01) entre los grupos. El analisis post-hoc usando la
prueba de Fisher reveld diferencias significativas a! comparar el grupo LA3 con
los grupos Cl y CN (p’s<0.001), en tanto que los grupos Cl y CN no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (fig. 17).
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Fig. 15. Secciones coronales (40 um) de los hipocampos dorsales procesados por la técnica de
Timm provenientes de los siguientes grupes: A, B: Control intacto; C, D: Control de nado; E, F:
Entrenado en el laberinto de agua. (x4).
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Fig. 18. Detalle de tas secciones coronales (40 pm) de los hipocampos dorsales procesados por la
técnica de Timm provenientes de los siguientes grupos: A, B: Contro! intacto; C, D: Control de
nado; E, F: Entrenado €n e! laberinto de agua. (x10).
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Fig. 17. Area de reaccidn positiva en el stratum oriens (mm?). Se expresan ias areas promediadas
por grupo (x + e.2.). Cl; controles intactos; CN: controles de nado; LA: entrenados en faberinto de
agua, *p <0.01.

Viib. Fase Il.

£l entrenamiento en el laberinto de agua tuve un efecto analogo al
observado en los animales del grupo LA de la fase anterior, a saber, la
disminucion en e! tiempo y la distancia en funcién del nimerc de ensayos. Las
secciones procesadas por la técnica de Timm mostraron una progresion en la
reaccian positiva en el sfratum oriens en funcién de los dias del entrenamiento
(fig. 18).

€1 andlisis densitométrico reveld una progresién en las dimensiones del
area por grupo en funcion de los dias de entrenamiento, desde la menor en los
animales del grupo LA1, hasta la mayor en el grupo LA3 con la extension
intermedia del grupo LA2 (con el cual e grupe LA3 no presenta diferencias
estadisticamente significativas). El andlisis de varianza de los datos de estos
experimentos confirma esta tendencia (Fs4 = 8.57; p < 0.001). El analisis con la
prueba post hoc de Fisher reveld que el drea del stratum oriens positiva ante la
reaccion de Timm, muestra un incremento significativo al comparar los grupos
LA3 y LA2 con los grupos LA1 (p's<0.01), CN (p's<0.001) y PP (p’s<0.001) (fig
19.). Los grupos LA1, CN y PP no mostraron diferencias significativas entre ellos.
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Fig. 18. Secciones coronales (40 um) provenientes de los hipocampos dorsales procesadas por ia
técnica de Timm provenientes de los siguientes grupos: A, B: Control de nado; C, D: Entrenado
por 1 dia; E, F: Entrenado por 2 dias. G, H: Entrenados en prevencién pasiva, (x10).
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Fig. 18. Areas de reaccion positiva en el stratum oriens (mm?). Se expresan las #reas
promediadas por grupo (x * E.E.). LA3, LA2 y LA1: grupos entrenados en ei laberinto de agua por
3 dias, 2 dias y 1 dia, respectivamente. CN: control de nado; PP: prevencion pasiva. ™" p<0.01;“ p
< 0.05.

Vill. DISCUSION.

Villa. Resumen y discusién prefiminar,

Como lo demostré Morris (1981), las ratas no necesitan de pistas
proximales para encontrar un lugar en el espacio. Es decir, logran ulilizar las
pistas fuera del contexto inmediato del objetivo para llegar a él. Este es el caso de
la tarea del laberinto de agua. El aprendizaje de la tarea quedd demostrado por
los resultados descritos, donde puede observarse que en los animales de los
grupos entrenados (LA), el tiempo de llegada y la distancia recorrida hasta el
blanco es una funcién decreciente del nimero de ensayos. Este decremento se
puede apreciar en cada uno de los dias de entrenamiento.

Los animales controles de nado (CN) no disminuyeron significativamente la
distancia recorrida, ni el tiempo, ya que no habia plataforma presente. Este tipo
de actividad intentd separar los componentes especificos del aprendizaje de la
farea, de la actividad motora y estimulacién medicambiental que forman parte de

la misma.
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Fig. 19. Areas de reaccién positiva en el strafum oriens (mm’). Se expresan las Areas
promediadas por grupo (x + E.E.}. LA3, LA2 y LA1: grupos entrenados en el laberinto de agua por
a dias, 2 dias y 1 dia, respectivamente. CN; control de nado; PP: prevencion pasiva. ™ p<0.01;* p
< 0.05.

Viii. DISCUSION.

Vllla. Resumen y discusién preliminar.

Como lo demostré Morris (1981), las ratas no necesitan de pistas
proximales para encontrar un fugar en el espacio. Es decir, logran utilizar las
pistas fuera del contexlo inmediato del objetivo para llegar a él. Este es el caso de
la tarea del laberinto de agua. El aprendizaje de la tarea quedé demostrado por
los resultados descritos, donde puede observarse que en los animales de los
grupos entrenados (LA), el tiempo de llegada y la distancia recorrida hasta el
blanco es una funcion decreciente del nimero de ensayos. Este decremento se
puede apreciar en cada uno de los dias de entrenamiento.

Los animales controles de nado (CN) no disminuyeron significativamente la
distancia recorrida, ni el tiempo, ya que no habia plataforma presente. Este tipo
de actividad intentd separar los componentes especificos del aprendizaje de la
tarea, de la actividad motora y estimulacion medioambiental que forman parte de

la misma.
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El procesamiento histolégico por ia técnica de Timm de los cerebros de los
animales LA, mostrd la presencia de una banda positiva a la reaccion, en la zona
del stratum oriens con un area sumada que fue significativamente mayor a la
encontrada en los animales controles de nado y controles intaclos, como revald la
cuantificacion por densitometria de imagenes.

Como se describid anteriormente, la técnica de Timm permite chservar la
formacidén de grénulos de plala metélica en los tejidos, células o partes de ellas,
en donde se encuentran metales pesados libres. Los botones de las fibras
musgosas contienen altas concentraciones de zinc, por lo gue dan una respuesta
altamente positiva ante la reaccién de Timm. Las diferencias entre los animales
entrenados y los controles de nado e intactos, revelan la presencia de
reorganizacion sinaptica en las fibras musgosas hipocampales en la zona del
straturn oriens en los animales del primer grupo. Esta recrganizacién sindptica
presenta caracteristicas histologicas similares a las descritas por Represa y Ben-
Ari (1992) en animales sometidos a actividad convulsiva, y por Escobar et al.
{1997) y Adams et al. (1997b), en animales en donde se aplicd estimulacion
tetanizante inductora de PLP en las fibras musgosas (fig. 20).

Fig. 20. Reordenamiento sinaptico de |as fibras musgosas en el drea CA3 como resultado de tres
procedimientos experimentales distintos: A: kindling eléctrico; B: induccién de PLP en las fibras
musgosas; C: entrenamiento en et laberinto de agua.

Experimentos posteriores efectuados en nuestro Ilaboratorio, han

corroborado la presencia de botones sinapticos en el sfratum oriens de la regién
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CA3 hipocampal tras ei entrenamiento en el laberinto de agua, utilizando la
técnica de microscopia electrdonica de transmision. Dichos botones fueron
identificados por las caracteristicas tipicas descritas para este tipo de terminal
{Amaral y Dent, 1981; Gaarskjaer, 1986), entre las que se cuentan una gran
cantidad de vesiculas sindpticas con recubrimiento electrodenso, sinapsis

asimétricas con densidades postsindpticas sobresalientes y sinapsis multiples

efectuadas por un mismo boton con una o varias espinas dendriticas (fig. 21).

Fig. 21. Botones musgosos encontrados en la zona de las dendritas basales (strafum oriens) de las
neuronas piramidales del &rea CA3 en animales entrenados en el laberintc de agua (ME-LA).
DEN: dendrita; B: boton musgoso; E: espinas dendriticas. Bara = S00nm.
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El andlisis ultraestructural al microscopio electronico permitié corroborar el
fendmeno de reorganizacion sinptica revelado a través de la técnica de Timm al
establecer una correlacién entre la reaccion positiva y la presencia de botones
sindpticos de las fibras musgosas estableciendo contacto sinaptico con las

dendritas basales de las neuronas piramidales del area CA3 (fig.22).

Fig. 22. Panoramica de la region basal (stratum oriens) de las neuronas piramidales del drea CA3
en animales entrenados (ME-LA) mostrando la incidencia de sinapsis asimétricas {flechas)
realizadas por bolones musgosos con procesos dendriticos basales. DEN: dendrita. Barra =
500nm.

El tipo de reorganizacion sinaptica descrita en el presente trabajo, asi
como la descrita en los anteriormente mencionados, corresponde, dada la
organizacion laminar del hipocampo, a la zona de las dendritas basales de las
ceélulas piramidales del area CA3. Es el tipo de sinapsis que Ben-Ari y Represa
{1990) llamaron ectépicas o aberrantes. E| motive de este sobrenombre viene
dado por la ausencia casi total de este tipo de sinapsis en el sfratum oriens en
ratas intactas de la cepa Wistar, en los niveles septo-temporales que han sido
sistematicamente explorados con la técnica de Timm y que se confirman en el
presente trabajo por los resultados del grupo de animales intactos (Cl).

Las nuevas sinapsis se formarian a partir de colaterales axénicas de las
fibras musgosas ya existentes, que cruzan e! stralum pyramidale para hacer
contacto con la region basat de la células de esta capa.
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Se ha observado que este tipo de conexicnes tienen la morfologia normal
de las fibras musgosas, tanto en animales sometidos a epilepsia experimental
{Represa y Ben-Ari, 1992), como en estudios en rebanadas (Robain et al., 1994).
En el presente trabajo ia presencia de botones musgosos morfolégicamente
normales en el sfratum oriens permite suponer que la funcionalidad de estas
sinapsis es también normal, y ain cuando las implicaciones funcionales de estos
cambios morfolégicos no estan del todo comprendidas, e! incremento en ia
densidad sindptica de las fibras musgosas en tomo a las células piramidales del
area CA3 de los animales sobreentrenados, sugiere que el incremento en la
superficie de contacto sinaptico, podria traducirse en un incremento en .Ia
eficiencia sinaptica de la region involucrada.

Las modificaciones sindpticas descritas en el presente trabajo tienen su
origen en la actividad nerviosa que resulta de los componentes especificos del
aprendizaje implicado en la tarea espacial, puesto que ni la ejecucidn motora
(como los demuestran los controles de nado), ni el estrés inducido por el
entrenamienta en la prevencion pasiva, son capaces de producir la generacién de
nuevas sinapsis. Esta aseveracion cobra atn mas sentido si pensamos en la muy
documentada participacion del hipocampo en el procesamiento de informacion
espacial (e.g. O'Keefe, 1976), el aprendizaje de tareas espaciales (e.g. Olton y
Papas, 1979; Aggleton et al., 1992) y especialmente en el aprendizaje del
laberinto de agua (e.g. Auer et al,, 1989; Morris, 1989). M4s aun, al considerar la
participacién positiva de las fibras musgosas como subsisterna dentro del
hipocampo (e.g. Mitsuno et al., 1994; Schwegler et al., 1993). En este sentido, se
ha reportado recientemente que el entrenamiento en tareas de aprendizaje
espacial en ratas, es capaz de inducir reorganizacion sindptica del drea CA1 del
hipocampo (Rusakov et al., 1997).

Nuestras investigaciones revelan ademds, la progresién del procesc de
sinaptogénesis en el stralum oriens en funcidn del numero de sesiones de
entrenamiento, evidenciando asi el curso temporal de las modificaciones
sinapticas.



Villb. Relevancia del fenémeno para la investigacién en las neurociencias.

La hipétesis de que la actividad relacionada al aprendizaje puede originar
cambios en el sistema nervioso habia sido ya ideada de forma primigenia por
Descartes {citado por Lashley, 1950), en la proposicién de que las modificaciones
del sistema maestro de control de un arganismo era lo que le permitian aprender
y almacenar informacién. Posteriorments, cuando se comenzaron a elucidar los
principios bésicos del funciocnamiento (e.g. Sherrington, 1947) y de la estructura
celular (e.g. Ramon y Cajal, 1889) del sistema nervioso, y se empezd a estudiar la
relacién de su actividad con el aprendizaje (e.g. Pavlov, 1927), se formul6
repetidas veces la prediccion de que, si se observara con el debido detalle,
deberian observarse modificaciones en los patrones de conexién entre las
neuronas como resultado de la actividad de Jas mismas, actividad que resulta del
aprendizaje. Desde entonces uno de los principales objetivos de la investigacion
sobre el sistema nerviose, ha sido el poder observar las modificaciones que sufre
el SNC como consecuencia de fa actividad de sus diferentes partes.

A finales de los afios cuarenta, Hebb (1849) propuso un mecanismo a nivel
celular, por el cual la fuerza de una conexidén entre dos células podria ser
aumentada por la actividad de éstas. El decia que si dos neuronas conectadas
entre s/ se activaban simultaneamente, la conexién entre ellas adquiriria una
fuerza mayor a la que anteriormente posefan. Es decir, se potenciaba la conexién.
De esta forma, la activacién de la neurona presindptica podria, por si sola, evocar
las respuestas en la segunda neurona, con un estimulo menor al que
anteriormente se requeria. Hebb (1949} extendié esta hipotesis al funcionamiento
de redes de neuronas conectadas entre si, que tuvieran la propiedad plastica
anteriormente descrita. El decia que, por ejemplo, al presentarse un estimulo
ambiental como un circulo en el campo visual, se activaba un grupo de neuronas
que representaba dicho circulo. Al desaparecer el estimulo ambiental, el grupo de
neuronas que lo representaba seguirian activas por un periodo de tiempo que
permitiria el fortalecimiento de algunas de las conexiones en esie ensamble de
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células. Posteriormente, al presentarse solo una parte del estimulo ambiental
(digamos un arco), la activacién de las células correspondientes activaria, dada ta
potenciacién sindptica adquirida, a las demds células que en conjunto dan la
representacion del circulo complefo. De esta forma la potenciacion de neuronas
conectadas en redes permitiria guardar informacidn compleja por tiempos
prolongados.

Este tipo de modificaciones en la actividad nerviosa eran vistos como
candidatos viables para describir el sustrato biolégice de los procesos de
aprendizaje y memoria. El descubrimiento del fenémenc de la potenciacion a
largo plazo en 1973 (Bliss y Lomo), fue una confirmacion de las propuestas de
Hebb con respecto a la plasticidad sindptica. Este fenomeno cobrd relevancia
inmediata debido a que tenia un gran paralelo con los fenémenos asociativos del
aprendizaje. Por ejemplo, era dependiente de la actividad elevada en una via
determinada y tenia una duracion relativamente prolongada.

Sin embargo, los investigadores han buscado mecanismos que tuvieran la
suficiente permanencia como para poder explicar la conocida duracién de los
recuerdos (afios, en nuestro caso), y que no fueran susceptibles a medificacion
como resultado de la actividad normal del SNC. La potenciacién a largo plazo no
parecia ilenar este requisito, al menos en los primeros afios de investigacion.

Una de las primeras propuestas en este sentido fue la busqueda de
proteinas cuya estructura almacenara de alguna forma, la informacién que
adquiria el SNC (Ungar, 1971). Un experimento en este sentido fue en el que se
intentaba demostrar el paso de un aprendizaje entra dos organismas por el paso
de estas "proteinas de la memoria" (McConnell, 1962). En el citado experimento
se condicionaba a unas planarias a una determinada combinacion de estimulos.
Después, estas planarias se machacaban y se daban como alimento a otras.
Estas, después de haberse comido a las primeras, parecian recordar el
condicionamiento de las primeras. Estc era tomado como indicio de que habia
una o varias moléculas que "guardaban” el aprendizaje de las primeras y asi,
podian transferirlo a las segundas.
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Después de algunas investigaciones en tomo a la busqueda de las
"proteinas de la memaria"”, se determind que esta hipdtesis del almacenamisnto
de Ia informacioén no era correcta, dado lo infructuoso de la bisqueda de este tipo
de maléculas (Squire, 1987). En el momentc que se descartd esta hipdtesis
molecular de ja memoria, la hipétesis favorecida fue ia que concernia a las
modificaciones a nivel sinaptico (Squire, 1987). El enfoque molecular era sodlo
incorrecto en el sentido de buscar una especie de cadigo molecular o moléculas
que fueran moldeadas para almacenar informacion, dado que, como veremos mas
adelante, existen mecanismos a este nivel que se han logrado determinar como
fundamentales en el proceso de remodelacion sindptica,

Una de las primeras evidencias que apoyaban la hiptesis de los cambios
estructurales dependientes de la actividad, fueron los estudios de ambientes
enriquecidos. En estos estudios (e.g. Diamond et al., 1967) se encontrd que habia
modificaciones en la estructura del SNC como resultado de la exposicion, durante
las primeras etapas de vida, a grandes cantidades de estimulacion sensorial.

Este tipo de estudios cobré relevancia para el fenémeno del aprendizaje al
observarse que animales sometidos a este tipo de estimulacibn en etapas
tempranas de su vida, tenian una mejor ejecucién en el |aberinto de agua (e.g.
Kempermann et al., 1997; Falkenberg et al., 1992).

La posibilidad de que las modificaciones sindpticas dependientes de la
actividad representaran el sustrato de los procesos de aprendizaje, ha sido
explorada por varios grupos entre los que destaca el de Greenough y cols. (e.g.
Kleim et al., 1996). Estos investigadores han observado que el aprendizaje de una
tarea trae consigo el aumento en e} nimero de sinapsis en un area del SNC
directamente refacionada con dicho aprendizaje, en este caso, la corteza motora.
En este sentido, los resultados del presente trabajo revelan la presencia de un
proceso analogo al reportado por el grupo de Greenough tanto en los aspectos
morfoldgicos como en su correlacién conductual. Esto permite especular acerca
de la existencia de una relacion entre el almacenaje de informacion pertinente a la
ejecucion de la tarea y las modificaciones sinapticas observadas.
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El fendmeno de la potenciacién a large plazo fue traido a este campo
cuando se propuso (Desmond y Levy, 1988} que los mecanismos de potenciacion
de sinapsis en el SNC son originados por cambios morfolégicos a nivel de ta
sinapsié. Se proponia que modificaciones en el tamafio de las espinas dendriticas
permitirian cambios en la resistencia y, por lo tanto, alterarian los umbrales de
respuesta en la célula posisindptica, cambios que se observan como
modificaciones en 1a respuesta eléctrica en el registro de la potenciacién. Este
tipo de cambios se ha confirmado recientemente por microscopia electronica
{Buchs y Muller, 1996) y ha sido apoyada por trabajos donde el bloqueo y/o la
inactivacién de moléculas neurales de adhesién entre células (NCAM; las cuales
permiten las interacciones neurona-neurona, y por fo tanto, la reorganizacion
sindptica) impide Ia induccién de potenciacion a largo plazo (Becker et al., 1995;
Hoffman et al., 1995). Sorprendentemente, el bloqueo de esta molécula tiene
también efectos adversos sobre el aprendizaje del laberinto de agua (Becker et
al., 1996), lo cual indica que la adecuada ejecucion de esta tarea depende de la
capacidad de |as neuronas para reordenar su patron sinaptico. Estas evidencias
tienen la importante implicacion de que la modificacién anatomo-estructural, ya
sea a nivel sindptico o a nivei celular, parece ser el mecanismo por excelencia

que el SNC utiliza para modificar sus patrones de actividad eléctrofisiolégica.

Vllic. Mecanismos neurofisiolégicos de la remodelacién sinaptica.

Los trabajos que han observado modificaciones sinépticas dependientes de
la actividad, han originado una serie de estudios que exploran los mecanismos
celulares que posibilitan la remodelacién sindptica. Entre estos estudios,
destacan los reiacicnados a la remodelacion de los patrones sindpticos de las
fibras musgosas como consecuencia de actividad convulsiva. Se ha detectado,
por sjemplo, la expresién de proteinas que tienen que ver con la generacion de
nuevas sinapsis después de pericdos de actividad convulsiva: proteinas
relacionadas a la liberacién de neurotransmisores, factores troficos y las proteinas

estructurales citoesqueléticas. Por ejemplo, Kamphuis et al., (1995) observaron
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que tras las crisis convulsivas aumenta la expresién del ARN mensajero para
sintaxina 1B (proteina involucrada en la adhesién de las vesiculas sinapticas para
su eversion al espacio sindptico) en el hipocampo. Se han encontrado también,
aumentos en la expresion tanto de los factores troficos NGF (factor de crecimiento
neuronal) y BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro), asi como de algunaos
tipos de proteinas estructurales come MAP-2 (proteina asociada a los
microtubulos-2) y a-tubulina (Khrestchatisky et al., 1985, Poltard et al., 1994) (fig.
23). Ademas, se ha observado que el bloqueo del NGF retarda la induccién de
convulsiones y la disminuye la reorganizacion sinaptica resultante (Van der Zee et
al., 1998); la administracién de NGF, por el contrario, facilita estos procesos
{Adams et ai. 1997a). La relacion del NGF con la plasticidad sinaptica también se
ha documentado al observarse un aumento en su expresién ante actividad
electrofisiolégica no convulsiva {Gall, 1993). Asimismo, recientemente se ha
descrito la participacion de la NCAM (molécula neural de adhesion celular)
durante el proceso de aprendizaje espacial. En este sentido, Becker et al. (1996),
observaron deterioro significativo tanto en la adquisicidn como en la retencion de
ta tarea del laberinto de agua de Morris, al modificar la polisialicilacién de la
NCAM.

Esta serie de estudios ha llevado a la postulacion de mecanismos celulares
generales que posibiliten la generacién de nuevas sinapsis en el sistema nervioso
central, los cuales, a su vez, podrian ser la base de los mecanismos plasticos que
subyacen al aprendizaje y la memoria, y que tienen como consecuencia el
almacenamiento de informacion a largo plazo (fig. 24).

For Gitimo, se ha observado que los mecanismos celulares propuestos para
explicar |a reorganizacion sindptica tienen correlatos conductuales que permiten
pensar que esa podria ser la clase de mecanismos que se desencadenan durante

los procesos de aprendizaje {e.g. Buresava y Bures; Rosenblum et al., 1993).
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Fig. 23. Autoradiografias que muestran la expresién de ARNm de varias proteinas relevantes en la
remodelacion sinaptica y los procesos de crecimiento y regeneracién neuronal como consecuencia
del kindling quimico (por administracién de agentes convulsivos). Tomada de Khreischatisky et al.

(1995),
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Fig. 24. Cascada de eventos celulares y bioquimicos que intervienen en ia produccién de nuevas
terminales nerviosas como consecuencia de la sobreactivacion de una regién del cerebro.
Modificado de Khretschatisky et al. (1995).

En resumen, la serie de estudios efectuados en la presente investigacion

sugisre que la sinaptogénesis de las fibras musgosas es inducida en respuesta a

la ejecucién de una tarea de aprendizaje espacial, lo cual respalda la hipotesis de

que las modificaciones estructurales pueden ser consecuencia directa de la

actividad fisiolégica normal relacionada con los procesos de aprendizaje.
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