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RESUMEN

El hipocampo es una estructura limbica que presenta cambios celulares ante la
experiencia del aprendizaje espacial que permiten que la informacion se consolide. En
el hipocampo se ha reportado axogénesis de las fiboras musgosas (FM) de las neuronas
granulares del giro dentado hacia el stratum oriens de las neuronas piramidales de CA3
en respuesta al sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris (LAM). Sin
embargo no se sabe si el sobreentrenamiento puede producir cambios en la cantidad y
forma de las espinas dendriticas de las células piramidales del CA3 en la misma region.
Tampoco se han explorado las implicaciones que esta plasticidad pueda tener en
aprendizajes espaciales posteriores. Para explorar estas posibilidades, estudiamos en
ratas si el entrenamiento en el LAM produce cambios en la cantidad y tipo de espinas
en el stratum oriens que sean relevantes para aprender una nueva tarea en el laberinto
radial de ocho brazos (LRO). Encontramos que el aprendizaje de la tarea en el LAM
facilité el aprendizaje de la tarea en el LRO y produjo cambios en el numero, tipo y
distribucion de espinas dendriticas en el segmento distal de la dendrita basal, y sobre
todo aumenté la cantidad de espinas de tipo hongo y las largas. Ademas, el LRO
promovié una disminucion de espinas del tipo corto en todos los segmentos y aumenta
las del tipo largo en el segmento distal. Estos datos sugieren que las modificaciones
estructurales asociadas a la experiencia espacial contribuyen a mejorar la adquisicion

de otros aprendizajes espaciales.
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SUMMARY

In rodents, the spatial memory is integrated mainly in the hippocampus, a limbic
structure that responds with plastic changes to stimuli like the experience of the spatial
learning. In the hippocampus, the axogenesis of the mossy fibers (FM) of the granular
neurons in the dentate gyrus toward the stratum oriens of the pyramidal cells of CA3 in
response to the overtraining in the Morris water maze (LAM) has been reported. It is
unknown if overtraining can cause changes in the amount and type of the dendritic
spines of the pyramidal cells in the same region. Neither the implications that this
plasticity can have in later cognitive activity, like the facilitation in the acquisition of
another task, for example, the eight arms radial maze (LRO) have been reported. We
studied, in rats, if the training in LAM produces changes in the amount and type of
spines in the stratum oriens that are relevant to learn a new task in LRO. We found that
the learning in LAM facilitated the learning in LRO and produced increments in the
number, and variations in type and distribution of spines in the distal segment of the
basal dendrite, overall increments in the amount of mushroom shaped spines and the
thin ones. LRO also promotes a decrease of short type spines in all the segments and it
increases thin ones in the distal segment. These data suggest that the structural
modifications associated to the spatial learning contribute to improve the acquisition of

other spatial learning task.



1. Introduccion

El aprendizaje y la memoria son procesos cognitivos fundamentales para la adaptacion
de los organismos a un medio ambiente cambiante. Los nuevos métodos
experimentales en neurociencia cognitiva aportan cada vez mas informacion acerca de
los mecanismos neurobioldgicos por los cuales los organismos son capaces de adquirir

y almacenar la informacion.

El 16bulo temporal consiste en un grupo de estructuras que son esenciales para
la memoria de hechos y eventos en una gran variedad de especies, incluyendo la
humana (Scoville y Milner, 1957). Estudios de lesibn en modelos animales han
mostrado que principalmente el hipocampo esta involucrado en el proceso de adquirir y
consolidar informacion de tipo espacial y contextual (Jarrard, 1993). El hipocampo
puede representar informacién espacial a través de cambios en la actividad celular de
las llamadas células de lugar, las cuales son neuronas piramidales del CA1 y CA3 que
presentan una actividad electrofisiolégica caracteristica ante la exploracion de un
ambiente determinado, lo cual ha motivado la propuesta de que el hipocampo puede
funcionar como un generador de mapas cognitivos (O'Keefe y Dostrovsky, 1971,
O'Keefe y Nadel, 1979).

Investigaciones recientes han mostrado que las células del hipocampo presentan
cambios anatémicos como consecuencia de experiencias de aprendizaje. Por ejemplo,
hay evidencia de remodelacién estructural en el hipocampo a consecuencia de la
experiencia del aprendizaje espacial que sugiere que la experiencia conductual induce
procesos plasticos relativamente permanentes que representan una adaptacion
anatomica al ambiente, la cual podria tener implicaciones funcionales (Ramirez-Amaya,
Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni, 1999). Estos cambios se han observado después
de que los animales son sobreentrenados en el laberinto acuatico de Morris (LAM). En
tales condiciones se observa en el hipocampo dorsal un incremento en la cantidad de
las fibras musgosas (FM) en el stratum oriens del CAS, &rea en la que se distribuyen las
dendritas basales de las células piramidales. Estas fibras pertenecen a las neuronas
granulares del giro dentado y proyectan normalmente a la region del stratum lucidum,

haciendo sinapsis en el primer tercio de las dendritas apicales. Sin embargo, poco se



sabe acerca de las posibles modificaciones en el numero o tipo de espinas de las
dendritas basales después del sobreentrenamiento en esta tarea espacial. Tampoco se
han explorado las implicaciones que esta plasticidad pueda tener sobre otras tareas
que utilicen procesos cognitivos semejantes. Por ejemplo, no se sabe si las
modificaciones inducidas por el aprendizaje de una tarea espacial (LAM) pueden
implicar la facilitacion en la adquisicion de otra tarea espacial, como el laberinto radial
de ocho brazos (LRO). Para estudiar esta posibilidad, se realizé un experimento en el
que ratas adultas entrenadas en el LAM fueron sometidas a un entrenamiento en el
LRO y su rendimiento fue comparado con ratas que no fueron previamente entrenadas.
También se buscaron modificaciones estructurales en las dendritas basales de las
neuronas piramidales del CA3, zona en la que tiene lugar el crecimiento axonal.
Suponemos que los posibles cambios estructurales en el hipocampo dorsal, tanto pre
como postsinapticos, producto del aprendizaje de una tarea espacial, podrian estar
relacionados con una modificacion en la funcién hipocampal que pudiera facilitar el

aprendizaje de nuevas tareas espaciales.



2. ANTECEDENTES
A. Aproximaciones tedricas al estudio del aprendizaje y la memoria

Distintas capacidades determinan la posibilidad de los organismos para adaptarse al
medio ambiente y garantizar su supervivencia como la de su especie; entre éstas se
encuentran los procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Se ha sugerido
que estos procesos dependen de la actividad que se da en circuitos neuronales
organizados en sistemas funcionales mediante una compleja red de contactos
sinapticos sumamente especificos, que son también altamente dinamicos (Sakurai,
1998). Esta concepcion propone que son conjuntos de neuronas los que realizan el
procesamiento de la informacion que da lugar a los procesos cognitivos. La idea de que
son circuitos o redes neuronales los que procesan informacion, y no las unidades
neuronales, se desprende de la naturaleza inespecifica y variable de los disparos de
una sola neurona, incapaz de responder a un unico estimulo con absoluta precisién y
predictibilidad, ademas de que cuenta con una capacidad limitada para estimular a
otras neuronas. También es importante considerar que si una sola célula fuera capaz
de representar un estimulo, el numero de neuronas que existe en un cerebro limitaria la
cantidad de informacion que este puede procesar y seria insuficiente para representar
la gran variedad de experiencias durante la vida del organismo. Por otro lado una sola
neurona seria incapaz de discernir o atribuir similitudes entre estimulos. La codificacion
de la informacion en unidades celulares tampoco explicaria la redundancia funcional en
el SNC ni la compensacion de las funciones cognitivas después del dafio o lesiones que
destruyen grupos grandes de células nerviosas. Esta reflexion apunta a la idea de que
hay un procesamiento de la informacion que involucra redes neuronales que pueden
trabajar en serie o en paralelo, formando circuitos cuya actividad se induce por
estimulos especificos y que son capaces de establecer y mantener representaciones de

los mismos y por consiguiente afectar y determinar la conducta (Sakurai, 1999).

Uno de los primeros neurocientificos que formalmente plante6 esta idea fue el

psicologo Donald Hebb (1949), quien estaba interesado en entender cémo el sistema
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nervioso lleva a cabo los diferentes procesos cognitivos y como el procesamiento de la

informacion da lugar a los procesos de aprendizaje y memoria.

Hebb postuld que el aprendizaje y la memoria son resultado de un
procesamiento de la informacion en el cual los estimulos se representan en el SNC
mediante la actividad neuronal coordinada de grupos de neuronas que son capaces de
reproducir dicha actividad en ausencia del estimulo y que, por lo tanto, permiten que la

informacion perdure para establecer la memoria.

Estos patrones de actividad se generan y reproducen en grupos especificos de
células nerviosas conectadas entre si a los que denomind “ensambles”. Los ensambles
se generan y estabilizan gracias a modificaciones funcionales y/o estructurales en las

conexiones sinapticas.

A partir de las descripciones anatdmicas de Lorente de N6, Hebb (1949) propone
que algunos procesos como la memoria podrian tener lugar gracias a la reverberacién
de la actividad en el ensamble, la cual se puede dar inmediatamente después de que
un estimulo sensorial induce la actividad en algun grupo especifico de neuronas. De
esta manera Hebb propuso que los ensambles neuronales son capaces de reproducir
transitoriamente patrones de actividad neuronal originados durante la experiencia; sin
embargo, también pensd que para que esta capacidad de reproduccion de la actividad
perdurara, era necesario que se produjeran cambios mas persistentes en las
conexiones sinapticas, tales como los cambios en la estructura de la sinapsis. Estas

ideas se plasmaron en su postulado neurofisiolégico que dice:

“Cuando el axdon de una célula A esta lo bastante cercano a una célula B como
para excitarla y participa repetida y persistentemente en el disparo de ésta, tiene lugar
algun proceso de crecimiento o cambio metabdlico en una o ambas células, de modo

que la eficiencia de A, como una de las células que hace disparar a B, aumenta.”

Esta idea sugiere que la reverberacion de la actividad induce cambios celulares
que afectan la estabilidad de los ensambles permitiendo que estos puedan reproducir a

largo plazo los patrones de actividad generados por la experiencia sensorial. Se sugiere



asi, que la actividad celular, si persiste, derivaria en cambios estructurales como el
aumento en el area de contacto entre las células o el desarrollo de nuevos contactos, lo
cual permite la persistencia de los patrones de actividad. De esta manera, las
representaciones que se generan durante la experiencia se establecen o consolidan vy,

al perdurar dicha representacion, se forma la memoria.

Se ha propuesto que estos ensambles neuronales que representan la
informacion tienen diversas propiedades (Sakurai, 1998):

a) El traslape o posibilidad de que una misma célula forme parte de varios

ensambles.

b) La codificacidon escasa que sugiere que un ensamble tiene la menor cantidad
de células para aumentar la precision de la representacion y evitar la pérdida

de informacion.

c) La construccién dinamica que permite que las conexiones en el ensamble

sean flexibles y puedan modificarse.

d) La persistencia dinamica que permitiria al ensamble reproducir el patrén de

actividad inicial.

e) El completamiento dinamico que implica que algunas unidades activadas del

ensamble sean capaces de activar a todo el ensamble.

A continuacion se refieren varios experimentos que apoyan la idea de que la
informacion se puede representar en el sistema nervioso a través de cambios en la
funcidén o estructura de los ensambles neuronales, manteniendo vigentes las teorias

propuestas por Hebb y Sakurai.



B. Cambios en la eficiencia de la comunicacion sinaptica

Desde 1894 Cajal sugiri6 que las terminales nerviosas podian sufrir cambios en su
conectividad como consecuencia de la actividad neuronal y de esta manera fue el
primero en proponer que dichos cambios podian ser la base de la memoria. Para
referirse a estos y otros cambios en la configuracion y funciéon del sistema nervioso,
Sherrington acuiid el concepto de plasticidad sinaptica (citado por Bailey y Kandel,
1993). Décadas mas tarde, Hebb (1945) propuso su teoria que describe los
mecanismos celulares que podrian permitir el almacenamiento de la informacion. Sin
embargo, no fue sino hasta la década de los afios 70 que el concepto de plasticidad
sinaptica tomo6 importancia tedrica para explicar los procesos del aprendizaje y la
memoria. El postulado de Hebb acerca de un ensamble de neuronas interconectadas
gracias a la actividad sincronica y con posibilidades de actividad reverberante que
fortaleciera selectivamente la efectividad sinaptica entre las mismas tuvo su primer
respaldo experimental con el descubrimiento de la “potenciacion a largo plazo” (LTP,
por sus siglas en inglés): un incremento sostenido en la eficacia de la transmision
sinaptica que ocurre después de estimular una via aferente con estimulos de alta
frecuencia de repeticion. Este fendmeno fue descubierto en el hipocampo por Bliss y
Lomo en 1973. Con estos trabajos se demostré que el incremento en la eficiencia
sinaptica podia durar horas e incluso dias; aunque hoy se sabe que pueden ser
semanas y posiblemente meses (Thompson y Best, 1990). La LTP es una propiedad
fundamental de la mayoria de las sinapsis excitadoras y ha sido demostrada en
diversas areas de la corteza cerebral. A nivel celular, se sabe que en varias regiones
cerebrales la LTP requiere la activacion de los receptores a glutamato de tipo acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA), lo que causa que se abran y
permitan el ingreso de sodio produciendo una despolarizacion que desaloja el magnesio
que se encuentra ligado al canal de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), permitiendo la
entrada de calcio. El calcio desencadena la fosforilacion de enzimas como la CaMKII
que a su vez fosforilan a los receptores AMPA incrementando su actividad y modulan la
insercion de nuevos receptores AMPA en la membrana, de esa manera los estimulos

excitadores siguientes producen mayores respuestas postinapticas. Es importante



mencionar que este fendbmeno depende de la frecuencia de estimulacion en la via
presinaptica (Bortolotto y Collingridge, 1993; Malenka y Nicolli, 1999). No obstante, la
LTP de las fibras musgosas en el CA3 del hipocampo es independiente de los
receptores NMDA (Harris y Cotman, 1986), en cambio, se requiere la participacion de
canales de Ca®" tipo L y de receptores presinapticos de kainato, que al activarse
permiten la entrada de Ca**, que a su vez permiten la liberacién de calcio proveniente

de almacenes intracelulares (Bortolotto, Nistico, More, Jane y Collingridge, 2005).

La LTP ha sido propuesta como modelo celular para los mecanismos que
subyacen al aprendizaje y la memoria, ya que este mecanismo puede explicar la
organizacion de ensambles que puedan reproducir patrones de actividad a largo plazo y
por lo tanto mantener la informacién en la memoria. También es importante el hecho de
que la LTP se ha descrito en estructuras importantes para el aprendizaje y la memoria
como lo es el hipocampo, una estructura implicada en la formacién de la memoria
(Penfield y Milner, 1958) sobre todo de tipo episddica (Eichenbaum, Stewart y Morris,
1990). El hipocampo recibe informacion multimodal de la corteza cerebral y la evidencia
experimental apunta a que puede asociar, retener, amplificar y consolidar dicha

informacion (Holscher, 2003).

Por otro lado, la LTP constituye un importante modelo celular para la formacion
de la memoria en virtud de que el aumento en la eficacia de la transmision sinaptica es
dependiente de la actividad y se desarrolla en muy corto tiempo, y puede durar
semanas o meses, También es un evento especifico, sélo las sinapsis activadas por el
estimulo repetido muestran potenciacion. La LTP también ha mostrado ser asociativa,
en este caso, la estimulacion subumbral de vias que proyectan a la célula posinaptica,
puede ser necesaria para potenciar la eficiencia sinaptica de una via en particular

(Cooke y Bliss, 2006; Aimaguer-Melian, Bergado-Rosado y Cruz-Aguado, 2005).

En la busqueda de la relacion de la LTP con los procesos de aprendizaje y
memoria se ha demostrado que en algunas formas de aprendizaje y memoria se
producen cambios similares a los que ocurren en la LTP. Por ejemplo, el
condicionamiento del reflejo corneal en los conejos produce un incremento de la

eficacia en la transmision de las sinapsis entre la via perforante y las células granulares



(Weisz, Clark y Thompson, 1984). Para comprobar el papel de la LTP en los procesos
de aprendizaje y memoria McNaughton, Barnes, Rao, Baldwin y Rasmussen (1986)
disefiaron un experimento en el que indujeron LTP funcionalmente saturante en la
aferencia principal de la formacion hipocampal que provocd una deficiencia en la
adquisicion de informacién de tipo espacial y también en la recuperaciéon de informacién
recientemente adquirida, probando que la informacion espacial es almacenada en
modificaciones sinapticas temporales. Mas tarde otra evidencia de la participacion de la
LTP en el aprendizaje fue provista por Morris, Anderson, Lynch y Baudry (1986),
quienes probaron que la administracion intraventricular del acido D-2-amino-5-
fosfopentanoico (AP5), un antagonista de los receptores NMDA capaz de bloquear la

LTP in vivo, imposibilita el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris.

Recientemente otro grupo de investigadores encontré que el aprendizaje por si
mismo de una tarea de evitacion inhibitoria es capaz de inducir en el CA1 del
hipocampo los mismos aumentos en la cantidad de receptores a glutamato que la LTP
inducida por estimulacion de alta frecuencia, ademas de que la LTP en animales
previamente entrenados fue mas dificil de inducir que en animales control (Whitlock,
Heynen, Shuler y Bear, 2006). Otro reporte indica que el aprendizaje asociativo de una
tarea aversiva causa incrementos en la transmision sinaptica en el CA1 y una
estimulacién eléctrica de alta frecuencia que es capaz de inducir LTP afecta la
formacion de la memoria (Gruart, Mufioz y Delgado-Garcia, 2006). Estos experimentos
proveen evidencias de un tipo de plasticidad funcional a nivel celular con las
caracteristicas previstas en las teorias de Hebb, plasticidad que permite que una senal
eléctrica presinaptica se traduzca en sefales quimicas que posteriormente activan
mecanismos postsinapticos que derivan en un fortalecimiento sinaptico que podria estar

relacionado con los procesos de aprendizaje y memoria (Bliss y Collingridge, 1993).

C. Cambios estructurales asociados al aprendizaje y la memoria



La plasticidad neuronal no solo es funcional, sino también anatémica, es decir, puede
incluir cambios en la estructura, la distribucion y el numero de sinapsis. Diversos
cambios en la estructura sinaptica en diferentes estructuras cerebrales han sido
descritos como correlato de diversos aprendizajes y posteriormente de la formacion de
la memoria (Leuner, Falduto y Shors, 2003; Stewart, Davies, Sandi, Kraev,
Rogachevsky, Peddie, Rodriguez, Cordero, Donohue, Gabbott y Popov., 2005). Algunos
de los cambios estructurales que resultan de diversas experiencias y de la actividad
neuronal son: modificacién del tamafo de la densidad postsinaptica, cambios en el
namero y el tipo de espinas dendriticas, cambios en la densidad de botones
presinapticos, entre otros (Balderas, Ramirez-Amaya y Bermudez-Rattoni, 2004;
Holtmaat et al., 2005; Wang, Hu y Tsien, 2006).

Hebb introdujo la nocion de “crecimiento o cambio metabdlico” como efecto de la
actividad sinaptica y de esta manera propuso que las células se asocian para formar
ensambles; esta idea fue respaldada por experimentos posteriores que demostraron
que los cambios metabdlicos como la LTP son capaces de inducir cambios anatomicos

en la estructura neuronal (Brown y Milner, 2003).

En 1999 los experimentos de Engert y Bonhoeffer demostraron que la LTP, como
un cambio en la efectividad sinaptica, también produce cambios morfolégicos.
Induciendo el cambio funcional (LTP) en el area CA1 del hipocampo probaron que
cerca de treinta minutos después podian observarse cambios estructurales en la
dendrita posinaptica: la aparicion de nuevas espinas dendriticas que implican nuevos
sitios con posibilidades sinapticas. Ese mismo ano se comprobd que las espinas
nuevas en realidad constituian verdaderos contactos sinapticos que contactaban con la
misma terminal presinaptica, espinas que en el analisis de microscopia electrénica
presentaban densidades de calcio que sugirieron que eran funcionales (Toni, Buchs,
Nikonenko, Bron y Muller, 1999) puesto que las espinas dendriticas activas muestran

altos niveles de calcio (Spacek y Harris, 1997).



D. Plasticidad sinaptica producida por la experiencia

La plasticidad en el sistema nervioso puede ser funcional o estructural y aparecer en
diferentes condiciones. Trojan y Pokorny (1999) distinguen varios tipos de plasticidad
como la evolutiva, que ocurre durante el desarrollo ontogénico cuando las células
proliferan, migran y establecen conexiones, procesos que pueden a largo plazo
culminar en un desarrollo normal o anormal. La plasticidad reactiva que es relativa a
estimulos biologicamente significativos que tienen lugar en un corto periodo de tiempo y
producen cambios metabdlicos ante un aumento de oxigeno, estimulos nociceptivos y
otros. La plasticidad adaptativa que aparece ante estimulos constantes y demandas
ambientales que producen cambios como la LTP, modificaciones en la cantidad de
receptores, en el numero de dendritas o0 de espinas dendriticas y hasta la adicién de
nuevas neuronas, como lo implica la neurogénesis en el adulto y finalmente la
plasticidad reparativa que ocurre ante lesiones en el sistema nervioso que producen

reorganizacion de circuitos dafados.

Gran variedad de estimulos han demostrado ser capaces de producir cambios
plasticos en diferentes areas del sistema nervioso. Otros estudios experimentales han
demostrado que diferentes aprendizajes promueven la aparicion de nuevas sinapsis;
por ejemplo se sabe que el aprendizaje de una tarea acrobatica estimula la
sinaptogénesis en la corteza motora (Kleim, Lussnig, Schwarz, Comery y Greenough,
1996). Este tipo de evidencia ha permitido que en la actualidad se acepte el concepto
de que los cambios plasticos en la comunicacion entre neuronas pueden ser el sustrato
de procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria y recientemente el hipocampo
ha sido una estructura que ha demostrado presentar cambios plasticos tanto
funcionales como estructurales en respuesta al aprendizaje y la memoria de tareas
especificas (Dudai, 2002; Balderas, Ramirez-Amaya y Bermudez-Rattoni, 2004; Wang,
Hu y Tsien et al., 2006).



3. EL HIPOCAMPO

A. Anatomia

El hipocampo es una estructura extraordinariamente plastica en el sistema nervioso
central; en él ocurren fendmenos como la neurogénesis en consecuencia de diversas
experiencias (Bilsland, Haldon, Goddard, Oliver, Murray, Wheeldon, Cumberbatch,
McAllister y Munoz-Sanjuan, 2006). El hipocampo (Figura 1) forma parte del I6bulo
temporal y es esencial para la formacion de la memoria. Es la porcion interna, alargada,
de la corteza temporal que se pliega hacia arriba y hacia adentro para formar la
superficie ventral del asta inferior del ventriculo lateral. Un extremo limita con los
nucleos amigdalinos y uno de sus bordes se fusiona con la circunvolucion
parahipocampica, que es la corteza de la superficie ventromedial del I6bulo temporal
(Guyton, 1989).

Figura 1. El hipocampo en el I6bulo temporal. Se observa la ubicacion del septum, l6bulo

olfatorio, cuerpos mamilares, amigdala, cingulo, tdlamo, hipotalamo y el hipocampo.

La formacién hipocampal (FH) consta de las siguientes regiones (Figura 2): giro

dentado, el propio hipocampo (dividido en los campos CA1, CA2 y CA3), las cortezas



entorrinal, perirrinal y parahipocampal, y el complejo subicular (formado por el

parasubiculo, el presubiculo y el subiculo).
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Figura 2. Corte horizontal de la formacion hipocampal de la rata y sus divisiones. Se
distinguen el complejo subicular (subiculum, Su; presubiculum, PrS y parasubiculum PaS).
La corteza entorrinal (CE), el hipocampo (CA1 y CA3) y el giro dentado (GD). Esquema
modificado de Ottersen y Storm-Mathisen (1989).

La palabra Hipocampo proviene del griego hippos que significa caballo kampos,

que significa "monstruo de mar" y se identifica facilmente por tener esa forma (Figura 3).

Figura 3. Esquema del hipocampo dibujado por Santiago Ramén y Cajal en 1904.



El hipocampo se origind como parte de la corteza olfatoria. En un principio se
pensd que tendria funciones relacionadas con el olfato, sin embargo estudios
anatémicos en animales han sugerido lo contrario. Por ejemplo, el delfin no tiene
sistema olfatorio periférico en absoluto y no obstante presenta un hipocampo muy
desarrollado, también se ha visto que su maximo desarrollo es alcanzado en animales
con olfato poco desarrollado (microsomaticos), como el hombre y otros primates
(Thompson, 1973).

En el cerebro fetal, el hipocampo se desarrolla por una expansion continua del
borde medial del I6bulo temporal, llegando a ocupar el piso del cuerno inferior del
ventriculo lateral. Su superficie ventricular se forma por una capa de sustancia blanca
llamada alveus, que se forma de fibras de la formacion hipocampal y continuan hasta su
borde medial para tomar ahi el nombre de fimbria del hipocampo. Esta contintia como el

pilar del fornix cuando el hipocampo termina bajo el cuerpo calloso.

El giro dentado se desarrolla a través del crecimiento de la corteza del
hipocampo y se localiza entre la fimbria del hipocampo y el giro parahipocampal. El
surco hipocampal esta entre los giros parahipocampal y dentado. El surco fimbrio

dentado esta entre el giro dentado y la fimbria (Barr y Kierman, 1982).

La formacion hipocampal en la rata (Figura 4) es de 1.2 cm® aproximadamente,
es una estructura compleja: elongada rostro-caudal en forma de “C”, desde el nucleo
septal sobre y por debajo del diencéfalo. Su eje longitudinal corre en direccion septo-

temporal (Amaral y Witter, 1995).

El hipocampo tiene conexiones indirectas con la corteza cerebral, la amigdala, el
hipotalamo, el septum y los tubérculos mamilares (Thompson y Kim, 1996). Casi
cualquier tipo de experiencia sensorial activa por lo menos parte del hipocampo, y éste
a su vez distribuye dichas senales aferentes al hipotdlamo y a otras partes del sistema

limbico a través del trigono (fimbria férnix).



Figura 4. Formacién hipocampal en el encéfalo de la rata.
Modificado de Paxinos y Watson (1997).

B. Citoarquitectura

En 1911, Santiago Ramoén y Cajal (citado por Witter, 1989) lo dividié en dos regiones, el
regio inferior y el superior. Posteriormente, Lorente de N6, en 1934 (citado por Amaral y
Witter, 1995) lo dividié en tres campos diferentes segun las células presentes y su
tamano: CA1, CA2 y CA3. El regio superior se compone por el CA1, mientras que el
regio inferior se divide en CA2 y CA3 y mas adelante se encuentra el giro dentado
(Figura 5).

Figura 5. Corte coronal del hipocampo y sus campos. Se pueden observar el CA1, CA3y
el giro dentado (DG) asi como el area que corresponde al subiculo, cada uno con sus

respectivas células nerviosas. Modificado de Amaral y Witter (1989).



En el hipocampo las neuronas de proyeccion son las piramidales localizadas en
CA1, CA3 y las células granulares del giro dentado. Las interneuronas también estan
presentes en cada area o campo y en particular en la regién del hilus, donde presentan
diversidad de formas y son especialmente abundantes las neuronas GABAérgicas
(Amaral y Witter, 1989).

Sus células se organizan en capas (Figura 6). Estas capas son, de la parte
externa a la interna del hipocampo: 1) el alveus (ALV), 2) stratum oriens (O) o capa
polimorfa, 3) stratum piramidale (P), 4) stratum radiatum (R) 6 capa radial y, 5) stratum

lacunosum moleculare (LM). (Amaral y Witter, 1989).



Figura 6. Representaciéon de la distribucién de las neuronas en el hipocampo de la
rata. Se observan las neuronas de proyeccién en el CA1: capa piramidal (P) y sus
dendritas basales en el stratum oriens (O) y apicales en los estratos radiatum (R) y
lacunosum moleculare (LM). También se muestran las células granulares del giro dentado
(GD) que proyectan sus fibras musgosas (FM) hacia las piramidales del CA3 al stratum
lucidum (Lu), que a su vez se conectan con el stratum radiatum del CA1 cuyos axones se

proyectan hacia el subiculum (S) y la corteza entorrinal (CE).
C. Circuito trisinaptico del hipocampo

Las células piramidales del CA3 reciben las fibras musgosas del giro dentado, pero no
las células del CA1. ElI CA2 tiene células de cuerpos largos sin inervacién de fibras
musgosas. Las células piramidales de CA3 tienen una dendrita basal que se extiende
hacia el oriens y una apical que se ramifica y extiende el arbol dendritico en el stratum
radiatum (Amaral y Witter, 1995).

El circuito trisinaptico del hipocampo (Figura 7) se inicia con la entrada de las
fibras de la via perforante provenientes de las células estrelladas y piramidales en las

capas Il y IV, respectivamente, de la corteza entorrinal medial y lateral, pasan a través



del complejo subicular y de la fisura hipocampica, entran a las capas moleculares del
giro dentado (GD) y del CA3 terminando en los dos tercios externos. En las células
granulares forman sinapsis excitadoras sobre las espinas dendriticas, constituyendo asi
el primer relevo sinaptico (glutamatérgico) en la entrada de informaciéon al circuito
hipocampal. Las células granulares del GD envian sus axones, llamadas fibras
musgosas (FM), hacia la region del hilus del GD y contactan las células en cesta y
células musgosas, que envian sefales inhibidoras al propio GD. Las FM alcanzan la
region CA3 para hacer la mayoria de sus contactos sinapticos en interneuronas
inhibidoras y en las excrecencias espinosas de las dendritas apicales (stratum lucidum)
de las neuronas piramidales (Jaffe y Gutiérrez, 2007). Las neuronas piramidales de la
region CA3 cuyos arboles dendriticos son mayores que los de las neuronas del CA1
(Ishizuka, Weber y Amaral, 1990), envian sus axones por dos vias, una hacia afuera del
hipocampo a través de la fimbria (fibras comisurales), y la otra que forma la colateral
mielinizada (colaterales de Schaffer) hacia la region CA1. En los strata radiatum y
oriens, las colaterales de Schaffer forman sinapsis “en passant” sobre las dendritas
apicales de las neuronas piramidales, pero también recibe fibras comisurales y del
patrén perforante de la corteza entorrinal (ahora de las capas Ill y V). Los axones de
estas neuronas piramidales del CA1 (stratum oriens) envian proyecciones a las
neuronas piramidales del complejo subicular y a la parte profunda de la corteza
entorrinal. Existe una proyeccién principal desde el subiculum a las capas profundas (V
y VI) de la corteza entorrinal, que proyectan a las capas profundas de la corteza
entorrinal proyectan a sus capas superficiales (Il y Ill) y estas ultimas dan lugar a las
fibras de la via perforante. Asi, la entrada de la via perforante a las células granulares
originadas en la corteza entorrinal, y la salida desde CA1 es en gran parte la misma

area, tanto por via directa como subicular (Amaral y Witter, 1989).
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Figura 7. Circuito del hipocampo del roedor. Se observa la entrada de axones (patrén

perforante) provenientes de las células de la capa Il de la corteza entorrinal que conduce
informaciéon sensorial polimodal y hacen sinapsis excitadoras con las neuronas
granulares del giro dentado. Los axones de las células granulares (fibras musgosas)
hacen sinapsis excitadora en las dendritas apicales de las células piramidales del CA3 y
éstas a su vez con las piramidales del CA1 de manera ipsilateral a través de las
colaterales de Schaffer o con el CA3 y CA1 contralateral con las fibras comisurales.
También existe una entrada moduladora directa al CA3 proveniente de la capa Il de la
corteza entorrinal. Las dendritas apicales del CA1 también reciben entradas directas
pero de la capa lll de la corteza entorrinal. El esquema no muestra la gran variedad de
neuronas inhibidoras en los diferentes campos. Esquema modificado de Neves, Cooke y
Bliss (2008).

D. El hipocampo y los procesos de aprendizaje y memoria

Se ha demostrado que el hipocampo tiene un papel muy importante para establecer el
aprendizaje asociativo (Thompson y Kim, 1996) y es critico para la consolidacién de la
memoria, particularmente la de tipo episédico (Eichenbaum et al.,, 1990). Es bien
conocido que pacientes hipocampectomizados presentan amnesia anterograda, lo que
implica la incapacidad para consolidar nuevas memorias episodicas a largo plazo
(Milner y Penfield, 1955). Scoville y Milner describieron en 1957 el caso clinico de un

paciente al que denominaron HM y que despert6 un gran interés en el estudio



experimental del hipocampo y su papel en el aprendizaje y la memoria. Este paciente
presentaba un cuadro de epilepsia cronica del I6bulo temporal, por lo que fue sometido
a la extirpacién quirurgica bilateral del hipocampo, el nucleo amigdalino y partes de
asociaciéon multimodal de la corteza temporal en ambos hemisferios (Figura 8). La
extirpacién de los Iébulos temporales mediales produjo amnesia anterograda, ya que
solo era capaz de formar memorias declarativas de corto plazo durante segundos o
minutos, que no se almacenaban a largo plazo, sélo recordaba los acontecimientos que

habian sucedido antes de la intervencion quirurgica

Figura 8. El caso HM. La extirpacion bilateral de aproximadamente 8 cm?® que incluyeron
parte del uncus (A), el hipocampo (B y C) y una parte posterior del giro parahipocampal (D)
provoc6 en HM una amnesia anterégrada severa (incapacidad para aprender nueva
informacioén). No tuvo deterioro en el lenguaje, su razonamiento fue normal como su
capacidad semantica. Era capaz de aprender nuevas habilidades (leer y escribir en un
espejo, realizar un rompecabezas) pero no recordaba haberlas aprendido. Modificado de
(Scoville y Milner, 1957).

La memoria no es unitaria, existen sistemas de memoria claramente distinguibles
y disociables formados en diferentes estructuras neurales que se rigen por diferentes
reglas y funcionan con mecanismos relativamente independientes. Una clasificacion de
la memoria ha sido la propuesta por Tulving (1972), quien distingue entre memoria
explicita e implicita, siendo la primera una coleccién consciente de experiencias y
hechos mientras que la segunda es el resultado de la experiencia sin necesidad de

volver consciente el episodio o siquiera darse cuenta de haberlo adquirido, como los



habitos y habilidades. Hoy dia se sabe que la formacion hipocampal es crucial para el
establecimiento de la memoria explicita e independiente de la memoria implicita la cual
requiere de los ganglios basales y otras estructuras. La memoria explicita también
puede ser funcionalmente dividida en la memoria episédica, semantica y de
reconocimiento. La memoria episddica es para eventos y hechos autobiograficos con
fuertes componentes de lugar y tiempo que pueden ser experimentados nuevamente al
recordar incluyendo no sélo la experiencia en si, sino el contexto espacial y temporal en
el que ocurrio ésta (Tulving, 1985) e involucra al hipocampo, sus conexiones con los
cuerpos mamilares y el nucleo taldmico anterior, estructuras cuyo dafio causa severas
deficiencias en éste tipo de memoria. La memoria semantica por otro lado, se refiere al
contenido no contextual de la experiencia que es capaz de formar conceptos,
categorias, significados concretos, etc. Este tipo de memoria involucra estructuras
neocorticales posteriores y anteriores como la corteza temporal anterior y la corteza
prefrontal ventrolateral del hemisferio izquierdo principalmente. La memoria de
reconocimiento comparte atributos con las dos anteriores, tiene un componente
episodico (conocida como “recolection memory”) que provee informacién del contexto
en que una experiencia fue vivida y otro de familiaridad que provee informacion de
estimulos previamente experimentados sin recordar necesariamente el contexto
espacial o temporal. El componente episoddico depende principalmente del hipocampo y
el de familiaridad depende principalmente de la corteza perirrinal y sus conexiones con
el nucleo dorsomedial del tdlamo (Squire, 2004). La representacion espacial detallada
de lugares previamente experimentados (memoria espacial) esta considerada en la
memoria de tipo episddica (O'Keefe y Nadel, 1978) que requiere la memorizacion de
elementos del ambiente y sus relaciones entre si. Estas representaciones detalladas
pueden ser vividamente recordadas en escenas y rutas que se pueden re-experimentar
y reconocer. La evidencia experimental apunta a que la informacién de tipo espacial no
persiste luego de danos en la formacion hipocampal ( Moscovitch, Rosenbau, Gilboa,
Addis, Westmacott, Grady, McAndrews, Levine, Black, Winocur y Nadel., 2005). Por
ejemplo, la extirpacion bilateral del hipocampo en el antes citado caso clinico de HM,
provoco la incapacidad para formar nuevas memorias y, en particular, le fue imposible

localizar su nuevo domicilio una vez que lo cambié (Parkin, 1996). De la misma manera,



en la rata, el hipocampo codifica la informacion espacial del ambiente donde se
encuentra el animal, creando un mapa cognitivo de éste. Este mapa provee al animal
de informacion acerca de su localizacion en el ambiente. El hipocampo puede formar
mapas independientes que proveen informacién de diferentes ambientes (Rosenzweig y
Barnes, 2003).

Para realizar los estudios de plasticidad cerebral en tareas espaciales
dependientes del hipocampo se han usado diversas pruebas conductuales como por
ejemplo el laberinto acuatico de Morris (LAM). Esta tarea consiste en entrenar a
animales para localizar una plataforma de seguridad oculta por debajo del nivel del
agua en un tanque circular. Para ello, la rata utiliza pistas visuales localizadas en
diferentes puntos del contexto, con lo que construye una representacién espacial de
este (O'Keefe y Nadel, 1979). Estudios en animales han demostrado que el aprendizaje
de algunas tareas espaciales, como el laberinto acuatico de Morris, se dificulta con la
region hipocampal dafada (Brandeis, Brandys y Yehuda, 1989; Eichenbaum et al.,
1990; Morris, Garrud, Rawlins y O'Keefe, 1982; Sutherland y Rodriguez, 1989).

Mas informacion acerca del papel del hipocampo en la memoria espacial ha sido
derivada del estudio electrofisiolégico de las “células de lugar” hipocampales, neuronas
piramidales de las regiones CA1 y CA3 que aumentan su tasa de descarga cuando el
animal se encuentra en un lugar concreto del espacio (O'Keefe y Nadel, 1978; Olton,
1977). Es decir, estas células tienen un papel importante en las representaciones de
tipo espacial. Una propiedad importante de estas células es que son capaces de
mantener su actividad aun cuando los estimulos o pistas visuales se han eliminado, lo
que indica que no son solo activadas por la estimulacion sensorial, sino que
representan al entorno (Poucet, 1993). Los sistemas de orientacion espacial que
permiten organizar conductas tales como encontrar alimento o a otros miembros de su
especie, requieren de estrategias que permitan navegar en el espacio, aprender y
recordar elementos para localizar lugares. La navegacién espacial es una conducta
compleja que se caracteriza por el desarrollo de movimientos coordinados dentro de un
contexto espacial, en el que el animal integra la informacion externa (del ambiente) e

interna (propioceptiva) para formar la representaciéon del contexto y ubicarse en el



espacio (Alyan y Jander, 1994). Existen varias formas de navegar por el espacio y
también varios procesos neurobiolégicos implicados en ellas. La clasificacion de
navegacion espacial hecha por O'Keefe y Nadel (1978) propone un sistema taxico y uno
cartografico, el taxico incluye el aprendizaje de series de movimientos corporales para
llegar a algun lugar o la aproximacion directa hacia estimulos asociados con el lugar
meta. El cartografico, por otro lado, implica un aprendizaje por asociacion, en el que es
necesaria la localizacion de un lugar respecto a la configuracion de pistas disponibles
en el ambiente (Morris et al., 1982) y recurre a la memoria de tipo episodica
dependiente del hipocampo para su recuperacion (Martinez, Quirarte, Diaz-Cintra,
Quiroz y Prado-Alcala, 2002). Probablemente la manera de recordar sea muy diferente
dependiendo de cada forma de navegacidn pero, en general, las memorias se
construyen con los mismos procesos: codificacién, almacenamiento y recuperaciéon
(Santin, Rubio, Begega, Miranda y Arias, 2000).

E. Modificaciones estructurales en el hipocampo después de la experiencia

espacial

Como se ha dicho, la plasticidad neuronal en el hipocampo parece desempefar un
papel fundamental en el aprendizaje y la formacion de memorias espaciales (Brandeis
et al., 1989; Morris et al., 1982; O'Keefe y Nadel, 1978; Sutherland y Rodriguez, 1989).
Entre las ultimas investigaciones que han descrito cambios estructurales a causa del
aprendizaje de tareas espaciales se encuentra la descripcion de la sinaptogénesis en el
CA3 del hipocampo dorsal. A esta region llegan las proyecciones de las FM
provenientes de células granulares del giro dentado y terminan principalmente en el
stratum lucidum (SL), en la dendrita apical, en una region dendritica que forma una
estructura postsinaptica particular denominada excrecencia espinosa, sobre todo al
primer tercio de las neuronas piramidales (Gonzales, DelLeon Galvan, Rangel y
Claiborne, 2001). En el stratum oriens se encuentran las dendritas basales que
presentan espinas de morfologia diversa. Se sabe que animales sometidos al

entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris (LAM) muestran un incremento en el



numero de botones musgosos en el stratum oriens de CA3 en comparacion a grupos
control (Figura 9) (Ramirez-Amaya, Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni, 1999) y ocurre
principalmente en la region mas septal del CA3. Esto se ha relacionado con una mejoria
en la ejecucion durante la prueba de memoria a largo plazo en la misma tarea
(Ramirez-Amaya, Balderas, Sandoval, Escobar y Bermudez-Rattoni, 2001). Este
fendbmeno ha sido corroborado recientemente en un par de trabajos en los que se
reporta que ratas de diferentes cepas muestran el mismo incremento de las fibras
musgosas (FM) en la regién de CA3 del hipocampo observado tanto con la técnica de
Timm como con otras técnicas de inmunohistoquimica (Holahan, Rekart, Sandoval y
Routtenberg, 2006; Rekart, Sandoval y Routtenberg, 2007).

c) Sobreentrenado

Figura 9. Plasticidad hipocampal por sobreentrenamiento. Los animales control que no
aprenden ninguna tarea (a) presentan depdsitos de zinc normales solo en el SL. El
crecimiento progresivo de las FM, ocurre por entrenamiento (b) y por sobreentrenamiento de
tres dias (c) pueden verse las FM en el SO del CA3. Imagenes modificadas de Ramirez-

Amaya, Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni, 1999.

A pesar de que ya se ha descrito este crecimiento axonal (Figura 10), poco se ha
dicho acerca de los cambios estructurales en los sitios postsinapticos, es decir, los

cambios en las espinas dendriticas que hacen contacto con los axones provenientes de



otras areas como producto de la experiencia. El grupo de investigadores compuesto por
Leuner et al. (2003), comprobaron con la tincion de Golgi (que permite ver los
componentes de la célula como soma, axon, dendritas y espinas) que una tarea
asociativa de condicionamiento de parpadeo en conejos adultos (tarea dependiente del
hipocampo) se asocia directamente con un incremento en la cantidad de espinas
dendriticas de las células piramidales de la region CA1 del hipocampo (Figura 11). Ello
sugiere que la formacion de memorias asociativas incrementa el numero de espinas
dendriticas y a su vez el numero de los contactos sinapticos (Eyre, Richter-Levin, Avital
y Stewart, 2003; Toni et al., 2001).

Figura 10. Plasticidad en el stratum oriens. Arriba, corte del hipocampo dorsal (HD) en
donde se indica la banda de zinc de las fibras musgosas (FM) en el stratum oriens que
aparece por el sobreentrenamiento, la figura de abajo indica la concentracion del zinc en las
FM tanto en el stratum oriens (SO) como en el lucidum (SL), diferenciados por la técnica de
Timm. Imagenes modificadas de (Ramirez-Amaya, Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni,
1999).

Asi, la sinaptogénesis (axo-espinal) se traduce en un aumento en el numero de espinas
dendriticas de las neuronas implicadas, sin embargo, también existen investigaciones
que demuestran que las espinas dendriticas son altamente variables, su forma y
cantidad se modifican en poco tiempo (Lendvai, Stern, Chen y Svoboda, 2000;

Parnass, Tashiro y Yuste, 2000).



Figura 11. Espinas dendriticas de neuronas piramidales en el CAL.

Las espinas tienen diferentes formas, en una categorizacion general se han
clasificado en cortas, largas y fungiformes y mas recientemente se ha visto que las
espinas largas duran mas tiempo y se correlacionan con una mayor efectividad
sinaptica en el hipocampo tratandose de tareas espaciales como el laberinto acuatico
de Morris (Gonzalez-Burgos, Alejandre-Gomez y Cervantes, 2005; Svoboda, 2003), en
ello se halla implicita la sospecha de que las espinas largas tienen una correlacion

estrecha con el constructo que hemos llamado “memoria de largo plazo”.

Actualmente se sabe que las neuronas piramidales del CA3 reciben la entrada de
los axones de las células granulares del giro dentado en el primer tercio de la dendrita
apical del stratum lucidum (Ishizuka, Weber y Amaral.,, 1990), pero no existe
informacion acerca de los cambios en los sitios postsinapticos (excrecencias
espinosas), ni tampoco en la postsinapsis del stratum oriens de las neuronas

piramidales en el CA3.



Figura 12. Técnica de Timm en un corte parasagital. Puede verse un corte parasagital de
cerebro de rata tratado con la técnica de Timm que revela el zinc en el sistema y muestra las
importante concentracion de éste en el hipocampo (h) y el subiculum (s). También pueden
observarse el caudado y putamen (cp), el area olfativa (ao), la amigdala (am) y la capa IV de

la neocorteza.

Por otra parte, se ha observado que diversas experiencias que inducen cambios
plasticos en algunas estructuras cerebrales, también tienen efectos en la adquisicion de
nuevas tareas. Por ejemplo, la neurogénesis en el bulbo olfatorio de ratas, asociada a
un ambiente enriquecido en olores mejoré la memoria olfativa (Rochefort, Gheusi,
Vincent y Lledo, 2002). También se ha comprobado que animales que habitan en
ambientes enriquecidos muestran una mayor cantidad de espinas dendriticas en el
stratum oriens del CA1, y al mismo tiempo muestran una mejor ejecucion en la tarea del
LAM (Moser, Trommald y Andersen, 1994), lo que evidencia que la experiencia previa
puede propiciar que el sistema fortalezca circuitos como lo es un cambio anatémico que
tiende a permanecer y que puede ser funcionalmente relevante para integrar nueva

informacion.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha postulado que la sinaptogénesis de las FM que ocurre en el hipocampo favorece
el aprendizaje y la consolidacion de la tarea espacial del LAM (Ramirez-Amaya et al.,
2001). Diversas experiencias que propician cambios plasticos con tendencia a perdurar
mejoran también la adquisicion de tareas dependientes de la estructura cerebral en
cuestion; el trabajo de Moser et al. (1994) ha revelado que la cantidad de espinas se
incrementa en animales con experiencia en ambientes enriquecidos y que éstos
mejoran su ejecucion en una tarea espacial. Esto sugiere la posibilidad de que animales
entrenados en el LAM, que han desarrollado cambios anatomicos en el hipocampo
como los reportados por Holahan et al. (2006), Ramirez-Amaya et al. (1999) y Rekart et
al. (2007), puedan tener un aprendizaje mas eficiente en otra tarea espacial como el
LRO en comparacion con animales que no han sido entrenados previamente y, por lo
tanto, carecen de dichas modificaciones plasticas. Aunque la plasticidad de botones
sinapticos ha sido observada en las FM, no existe informacion acerca de los posibles
cambios anatémicos en los sitios postsinapticos en el stratum lucidum (excrecencias
espinosas) ni en el stratum oriens de las neuronas piramidales del CA3. Para
determinar esto se entrenaron ratas en el LAM y posteriormente en el LRO. Su
aprendizaje en el LRO fue comparado con el de ratas intactas y control de nado. Se
generaron ademas un grupo de ratas solamente entrenadas en el LAM y otro
absolutamente intacto. Los cerebros fueron procesados con la técnica de Golgi rapido
para tefir la membrana celular y cuantificar las espinas dendriticas como un indicador

sinaptico.
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5. OBJETIVOS
A. Generales

e Determinar si el aprendizaje de una tarea espacial (laberinto acuatico de
Morris; LAM) facilita el aprendizaje de otra tarea espacial (laberinto radial de
ocho brazos; LRO).

e Describir mediante la técnica de Golgi los cambios en la cantidad de espinas
dendriticas que la tarea del laberinto acuéatico de Morris pueda producir en el

hipocampo dorsal.

e Describir mediante la técnica de Golgi los cambios en los tipos de espinas
dendriticas que la tarea del laberinto acuatico de Morris pueda producir en el

hipocampo dorsal.
B. Particulares
1. Conductuales

e Entrenar a un grupo de ratas en una tarea del LAM.

e Comparar el aprendizaje de la tarea del LRO de ratas previamente entrenadas
en el LAM con el aprendizaje en la misma tarea de un grupo previamente

intacto y un grupo control de nado.

e Entrenar un grupo de ratas solo en el LAM para describir los cambios

histol6gicos debidos a esa Unica tarea.
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2. Histolbgicos

e Evaluar en todos los grupos entrenados, intacto y control de nado, la cantidad
y el tipo de espinas dendriticas en las dendritas basales de las células

piramidales del CA3 del hipocampo con la técnica de Golgi rapido.

e Determinar la cantidad y el tipo de espina dendritica a lo largo de tres

segmentos de las dendritas basales: proximal, medial y distal.

6. HIPOTESIS

1. El entrenamiento de ratas en el LAM mejorara la ejecucion de una tarea

espacial en el LRO.

2. El entrenamiento de ratas en el LAM producira un aumento en la cantidad de

espinas dendriticas en el stratum oriens de las piramidales del CA3.
3. Enlos grupos entrenados en el LAM prevalecera el tipo de espina larga.

4. El sitio con mayores cambios anatomicos sera el segmento proximal de las

dendritas estudiadas



7. METODOLOGIA

Toda la metodologia se llevé a cabo de acuerdo a los lineamientos bioéticos del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México para el uso
de animales experimentales, de acuerdo con las normas estipuladas en la “Guide for

care and use of Laboratory animals” del NIH (1996).
A. Sujetos
Se usaron ratas macho de 250 a 300 gramos, de la cepa Sprague-Dawley.
B. Grupos

Se formaron 5 grupos:

e Grupo Control intacto (Cl): fue un testigo de las condiciones ambientales de
bioterio y de las sesiones de entrenamiento de todos los demas grupos (n=10).
Proporcioné informacion sobre el estado normal del hipocampo de la rata sin ser

sometida a entrenamiento alguno.

e Grupo Control Intacto- Laberinto radial de ocho brazos (CI-LRO): fue entrenado
en la tarea del LRO y procesado para su analisis histoldégico después del dltimo dia

de entrenamiento (n=13).

e Grupo Control de nado- Laberinto radial de ocho brazos (CN-LRO): se le permitio
nadar en el LAM sin que aprendiera la tarea espacial (sin plataforma y con luces
minimas) y luego fue entrenado en la tarea espacial del LRO (n=13). Después del

ultimo dia de entrenamiento fue procesado para su analisis histoldgico.

e Grupo Laberinto acuatico de Morris (GLAM): ratas entrenadas en el laberinto
acuatico de Morris durante 5 dias con el propésito de comprobar los efectos del

aprendizaje de la tarea en el hipocampo (n=16). Fue sacrificado el mismo dia que
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los demas grupos (Ultimo dia de entrenamiento en el LRO) y se obtuvieron los

cerebros para el analisis histoldgico.

e Grupo Laberinto acuatico de Morris- Laberinto radial de ocho brazos (LAM-LRO):
fue entrenado en el LAM (plataforma oculta) durante 5 dias para luego ser
entrenado en la tarea espacial del LRO (n=13). Después del ultimo dia de
entrenamiento en el LRO se obtuvieron los cerebros para el andlisis histolégico.

Segun el procedimiento de Ramirez-Amaya y cols. (2001), se sabe que los
cambios en las fibras musgosas por el sobreentrenamiento se observan mayormente
siete dias después del entrenamiento en el LAM. Los animales de los grupos GLAM y
LAM-LRO fueron entrenados durante cinco dias en el LAM y se dejaron pasar siete dias
para que los cambios en las células del hipocampo tuvieran lugar, posteriormente se
procedié al entrenamiento en el LRO que const6é de una sesidn de exploracion y cuatro
sesiones de entrenamiento. Todos los animales fueron sacrificados después del LRO,
excepto el grupo Cl que fue sacrificado al mismo tiempo que los demas pero sin ser
sometido a tarea alguna, y el grupo GLAM al que se le sacrifico al mismo tiempo pero

sin haber sido sometido a la tarea de LRO.

C. Estudio Conductual

1. Prueba en laberinto acuético de Morris (LAM)

El laberinto acuético de Morris (LAM, Figura 13) consiste en un tanque circular negro
de plastico con un diametro de 150 cm y una altura de 60 cm, colocado sobre una base
de metal que lo sostiene a una altura de 58 cm. Este esté situado en un cuarto blanco,
sonoamortiguado con una dimension de 236 cm. x 225 cm. x 242 cm. En las paredes se
colocaron carteles como pistas visuales. El tanque se llend a una altura de 30 cm de
agua a una temperatura de 24°C (+ 1°C). En la cara externa del tanque se marcaron los
cuatro ejes cardinales Norte (N), Sur (S), Este (E) y Oeste (O), dividiéndose por tanto en
4 cuadrantes en los que luego se determinaron diferentes puntos de inicio para los



ensayos, siendo siempre equidistantes de la plataforma. Se colocé una plataforma de
plastico color negro con dimensiones de 10 x 10 cm., sumergida a 1 cm bajo la

superficie del agua.

Los experimentos se analizaron con un sistema de video (SMART, San Diego
Instruments) con el que se registraron los recorridos y la latencia de llegada a la
plataforma. Los animales se sometieron a cinco sesiones de 10 ensayos cada una. En
cada ensayo, el animal fue colocado dentro del tanque mirando de frente al muro en
uno de los puntos designados aleatoriamente para el inicio (N, S, E, O); el animal pudo
escapar del agua encontrando y subiéndose a la plataforma de escape. Cada ensayo
durd 60 segundos y cuando algun animal no encontré la plataforma en ese tiempo, fue
guiado manualmente hacia ella. Después de subirse a la plataforma, se les permitié a
las ratas permanecer en ella durante 30 segundos y después fueron retiradas, secadas
y colocadas en una caja seca por un intervalo de 30 segundos, para posteriormente

iniciar con el ensayo siguiente.

La latencia (tiempo en segundos) de llegada a la plataforma de escape fue usada como
una medida de adquisicién segun el procedimiento empleado por Brandeis et al. (1989)
y Nerad, Ramirez-Amaya, Ormsby y Bermudez-Rattoni (1996). Se sabe que cada
animal aprende a localizar la plataforma guiandose por las pistas en sélo un dia, no
obstante, su ejecucion continla mejorando hasta el quinto dia (Ramirez-Amaya et al.,
2001).



Figura 13. Laberinto acuético de Morris. El esquema representa el Laberinto acuatico de
Morris (versién plataforma oculta). Se representan las pistas visuales (carteles de diversos
disefos) colocadas en el exterior del laberinto y la plataforma (P). Después de cierto niimero
de ensayos las ratas aprenden a escapar del agua en trayectorias mas breves, subiéndose a

la plataforma.

2. Prueba en Laberinto radial de ocho brazos (LRO)

Otra tarea espacial comiunmente usada es el laberinto radial de ocho brazos
(LRO), el cual ha sido usado para estudiar algunos aspectos de la funcion hipocampal
(Becker, Walker y Olton, 1980; Crusio y Schwegler, 2005). En la Figura 14 se muestra
el LRO, el cual es un sistema formado por una plataforma con barreras de acrilico en la
gue convergen ocho pasillos. Los animales fueron privados del acceso a agua durante
24 horas y posteriormente se sometieron a una sesion en la que se les permitié explorar
y obtener agua dulce (con glucosa al 5%) libremente durante 15 minutos al final de
todos los pasillos del laberinto. El laberinto es de acrilico transparente y se colocaron
pistas visuales en las paredes del cuarto. En las cuatro sesiones posteriores (periodo
de entrenamiento) el agua dulce (0.1 ml) estuvo disponible solamente en 4 brazos del
laberinto. Cada sesion de entrenamiento estuvo compuesta por cinco ensayos de cinco
minutos cada uno (con un intervalo de un minuto entre cada ensayo). Cada ensayo

comenzO colocando a la rata en el centro del laberinto y luego de 5 segundos se



levantaron las barreras de acrilico permitiendo al animal explorar el laberinto hasta

encontrar y beber todos los reforzadores.

Se midié el tiempo que tard6 cada rata en realizar la tarea y se calificd con error
de memoria de referencia el hecho de que la rata entrara a un brazo sin reforzador o
con error de memoria de trabajo el reingreso a un brazo ya visitado. Después de cada
ensayo el laberinto se limpid con acido acético (3%) para evitar que pudiera seguir
alguna pista olfativa en los siguientes ensayos (procedimiento empleado por Crusio y
Schwegler, 2005). La actividad de las ratas fue grabada con un sistema de video
(SMART, San Diego Instruments) y se midio la latencia para tomar el dltimo reforzador,

asi como el numero de errores de memoria de referencia y de memoria de trabajo.

Figura 14. Laberinto radial de ocho brazos.

D. Estudio histoldgico

Los animales de todos los grupos fueron sacrificados por decapitacion inmediatamente
después de la ultima sesién de la prueba conductual en el LRO. Los cerebros fueron
extraidos y procesados en solucion de dicromato de potasio y acido ésmico para la
impregnacion argéntica de Golgi-rapido.



Impregnacion argéntica de Golgi rapido

Se disectd el encéfalo y se obtuvieron blogues de aproximadamente 4 mm del
hipocampo dorsal (bregma 2.8 a 4.2). Estos fragmentos se colocaron en una solucion
de dicromato de potasio al 4.5% con acido 6smico al 1% en una proporcion de 8:1,
dejandolos en esta solucién por un lapso de 12 dias. Posteriormente los bloques se
introdujeron en una solucion de nitrato de plata al 0.75% durante 24 hrs. Se deshidraté
el tejido en alcoholes graduales desde 50% hasta alcohol etilico absoluto y éter,
permaneciendo 30 minutos en cada uno de los cambios. Luego se colocaron en
nitrocelulosa de viscosidades graduales (5%, 10%, 15%, 20% y 30% cada 24 hrs). Los
bloques se incluyeron en nitrocelulosa al 30% en moldes de plastico durante 12 h en un
desecador con vapores de cloroformo al vacio. Una vez solidificado en un bloque, se
cortdé en un microtomo de deslizamiento (Leitz Wetlar 47160) y se obtuvieron secciones
coronales de 120 um de grosor, las cuales se deshidrataron en alcoholes graduales y
se aclararon con terpineol y con xileno para ser montadas en portaobjetos usando
entellan para colocar el cubreobjetos (técnica empleada por Diaz-Cintra, Garcia-Ruiz,
Corkidi y Cintra (1994). Posteriormente se procedié al analisis morfométrico (por
microscopia fotonica) de la cantidad y forma de las espinas dendriticas en 3 segmentos
del stratum oriens en el CA3. Se seleccionaron las preparaciones que contenian los
cortes del cerebro en donde se identificd el hipocampo dorsal, el cual se observd en
aumentos de 10x, 20x, 63x y 100x, en un microscopio (Nikon) con Optica
planapocromatica. Se seleccionaron 6 neuronas piramidales del CA3 en seis cortes de
seis animales. La cantidad de las espinas se midid en 3 segmentos dendriticos de 25
um cada uno, al tiempo que se identificd el tipo de espina: larga, corta o fungiforme
(figura 15). Todo el analisis fue realizado sin que el observador pudiera identificar los

grupos experimentales en las preparaciones.



Figura 15. Espinas dendriticas.

E. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos conductuales de los grupos GLAM, LAM-LRO,
CN-LRO y CI-LRO se usaron las pruebas estadisticas de ANOVA de medidas repetidas
para analizar el aprendizaje y ANOVA factorial para comparar el desempefio entre los
grupos utilizando siempre el andlisis post hoc de Scheffe. Para el analisis histol6gico se
compararon todos los grupos (incluyendo el grupo CI) con el ANOVA factorial y con la

prueba post hoc de Bonferroni que corrige para comparaciones multiples.



8. RESULTADOS
A. Conductuales

Los resultados de la ejecucion en el LAM del grupo LAM-LRO, y la ejecucion de los
grupos LAM-LRO, CI-LRO y CN-LRO en el laberinto radial fueron analizados con
analisis de varianza (ANOVA) factorial y de medidas repetidas, el andlisis pos hoc fue
conducido con la prueba de Scheffe. También se entrené al grupo GLAM para fines de

comparacion histologica.

1. Laberinto acuatico de Morris

En la figura 16 se observa la latencia de llegada a la plataforma del grupo LAM-LRO en

el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris.

Laberinto acuatico de Morris
Grupo LAM-LRO
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Figura 16. Ejecucion en el LAM del grupo LAM-LRO. El eje de las ordenadas representa el
promedio de la latencia para encontrar la plataforma (60 segundos maximo), mientras que en el eje
de las abscisas se presentan cada una de las 5 sesiones (10 ensayos por sesion) de
entrenamiento. Cada punto representa la latencia promedio de llegada a la plataforma en 10

ensayos. Se muestra el error estandar para el promedio de cada grupo por dia. Los asteriscos
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indican diferencias significativas entre las sesiones indicando que los animales aprendieron bien la

tarea.

El analisis estadistico de la ejecucion en el LAM se realiz6 con un ANOVA de
medidas repetidas y mostro diferencias significativas a lo largo de los dias (Fg 1,=6.859,
P<.001), lo que indica que los animales del grupo LAM-LRO aprendieron bien la tarea.
A partir del segundo ensayo del dia 5 no hubo diferencias significativas, por lo tanto el
entrenamiento consecutivo puede ser considerado sobreentrenamiento (Ramirez-
Amaya, 2001).

En la figura 17 se observa la latencia de llegada a la plataforma del grupo GLAM

(control para histologia) en el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris.

Laberinto acuatico de Morris
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Figura 17. Ejecucién en el LAM del grupo GLAM. El eje de las ordenadas representa el
promedio de la latencia para encontrar la plataforma (60 segundos maximo), mientras que en
el eje de las abscisas se presentan cada una de las 5 sesiones (10 ensayos por sesion) de
entrenamiento. Cada punto representa la latencia promedio de llegada a la plataforma en 10
ensayos. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las sesiones indicando que

los animales aprendieron bien la tarea.



El mismo procedimiento con el ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias
significativas a lo largo de los dias (Fg 15=4.255, P<.0001), lo que indica que los
animales del grupo GLAM aprendieron bien la tarea.

2. Laberinto radial de ocho brazos

Tanto el grupo LAM-LRO como los otros dos grupos controles, CN-LRO (Control de
Nado) y CI-LRO (Control Intacto), fueron sometidos al entrenamiento en la tarea de
LRO. En la figura 18 se muestra la ejecucion de los diferentes grupos de animales en la
tarea de LRO. Se puede apreciar que la pendiente de la curva en el grupo LAM-LRO

es mas pronunciada que la pendiente de la curva en los grupos CN-LRO y CI-LRO.

Laberinto radial de ocho brazos
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Figura 18. Latencia en el LRO de los grupos LAM-LRO, CI-LRO y CN-LRO. El eje de las
ordenadas representa la latencia para obtener los cuatro reforzadores (300 segundos
maximo), mientras que en el eje de las abscisas se presentan cada una de las cuatro
sesiones (5 ensayos por sesion) de entrenamiento. Cada punto representa la latencia
promedio de 5 ensayos. Se muestra el error estandar para el promedio de cada grupo por
dia. El decremento paulatino en la latencia indica que los animales aprendieron la tarea. Los

asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas con el grupo LAM-LRO.



El analisis estadistico de la ejecucion en el LRO se realiz6 con un ANOVA de
medidas repetidas y mostr6 diferencias significativas a lo largo de los dias (P<.0001), lo

que indica que los animales de los tres grupos aprendieron la tarea.

Para determinar las sesiones en las que se presentaron las diferencias entre
grupos se realizé un ANOVA factorial para cada punto temporal, éste sefiala que hay
diferencias significativas entre grupos durante la adquisicion del LRO en los dias 2, 3y
4.

Para identificar qué grupos difieren del experimental se realizé la prueba pos hoc
de Scheffe para los dias 2, 3 y 4. El resultado del analisis pos hoc con la prueba de
Scheffe muestra que el grupo LAM-LRO presenta un valor en la latencia de resolucion
de la tarea significativamente menor que el grupo CI-LRO en el dia 2 (F2 186=5.791,
P<.01), 3 (F2, 186=15.694, P<.0001) y en el dia 4 (F2, 186=31.222, P<.0001). Al utilizar el
mismo analisis pos hoc para comparar el resto de los grupos se observé que el grupo
LAM-LRO también difiere significativamente del grupo CN-LRO en el dia 2 (F;,
186=5.791, P<.05), 3 (F2, 186=15.694, P<.0001) y en el dia 4 (F,, 186=31.222, P<.0001),
mientras que los grupos control no difieren entre si en ningun dia. Esto indica que el

grupo experimental aprendié mas rapido la tarea de LRO que los grupos control.

Como parametro de aprendizaje también se midi6 el nimero de errores de
referencia, que es el nimero de entradas a brazos sin reforzador. La figura 19 muestra

los resultados.



Entrenamiento en el laberinto radial de ocho brazos
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Figura 19. Errores de referencia en el LRO de los grupos LAM-LRO, CI-LRO y CN-LRO.
El eje de las ordenadas representa el nimero de errores de referencia (entrada a brazos sin
reforzador), mientras que en el eje de las abscisas se presentan cada una de las cuatro
sesiones (5 ensayos por sesion) de entrenamiento. Cada punto representa el promedio de
errores en 5 ensayos. Se muestra el error estandar para el promedio de cada grupo por dia.
El decremento paulatino en el nimero de errores indica que los animales aprendieron la
tarea. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas con el grupo LAM-
LRO.

En primer lugar se buscé demostrar el aprendizaje de la tarea analizando el
namero de errores de referencia. Mediante un ANOVA de medidas repetidas se
demostré que existen diferencias significativas a lo largo de los dias (P<.0001), lo que

indica que los animales aprendieron la tarea.

Nuevamente, para determinar las sesiones en las que se presentaron las
diferencias entre grupos, se realiz6 un ANOVA factorial. El resultado del analisis pos
hoc con la prueba de Scheffe muestra que el grupo LAM-LRO presenta un valor en la
latencia de resolucion de la tarea significativamente menor que el grupo CI-LRO en el
dia 3 (F2, 152=6.555, P<.01) y en el dia 4 (F, 152=23.728, P<.0001). Al utilizar el mismo
analisis pos hoc para comparar el resto de los grupos se observé que el grupo LAM-

LRO también difiere significativamente del grupo CN-LRO en el dia 2 (F;, 15,=3.742,



P<.05), 3 (F, 182=6.555, P<.01) y en el dia 4 (F», 1s=23.728, P<.0001), mientras que los
grupos control no difieren entre si en ningun dia. De nuevo, el grupo previamente

entrenado en el LAM demostré una ejecucion mas efectiva en la tarea.

En el analisis de los datos también fue contemplado medir el nUmero de errores
de trabajo, que son el nimero de entradas a un brazo ya visitado e indican el
funcionamiento de la memoria de trabajo. La figura 20 muestra el desempefio de los
diferentes grupos tomando en cuenta el nimero de errores de trabajo.

Entrenamiento en el laberinto radial de ocho brazos
Errores de trabajo

—A— CILRO
— CN-LRO
—@— LAM-LRO

Promedio del nimero de errores

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura 20. Errores de trabajo en el LRO de los grupos LAM-LRO, CI-LRO y CN-LRO. El
eje de las ordenadas representa el nimero de errores de trabajo (entrada a brazos ya
visitados), mientras que en el eje de las abscisas se presentan cada una de las cuatro
sesiones (5 ensayos por sesidn) de entrenamiento. Cada punto representa el promedio de
errores en 5 ensayos. Se muestra el error estandar para el promedio de cada grupo por dia.
El asterisco sefiala diferencias significativas entre los grupos en el cuarto dia de

entrenamiento.

El andlisis estadistico de los errores de trabajo se realiz6 con un ANOVA de
medidas repetidas y mostré que existen diferencias significativas a lo largo de los dias
(P<.0001) demostrando una mejoria de todos los grupos. EI ANOVA factorial mostré

diferencias entre los grupos en el dia 4 (F;, 187=7.651, P<.001). La prueba de Scheffe



muestra que el grupo LAM-LRO presenta menos errores de trabajo que el grupo ClI-
LRO pero no es diferente que el grupo CN-LRO al tiempo que los grupos controles no

difieren nunca entre si.

B. Histoldgicos

Se realiz6 la impregnacion argéntica de Golgi rapido en los cerebros de todos los
grupos. El andlisis de la cantidad sinaptica y la morfologia espinal puso especial
atencion en el tipo de espina larga, corta y fungiforme en los segmentos dendriticos

proximal, medial y distal.

Las espinas se clasificaron en largas si su largo era evidentemente mayor que su ancho
y tenia un cuello con una cabeza de didmetro parecido. Se clasificaron como espinas
en forma de hongo aquellas cuya altura fuera menor o parecida al ancho de la cabeza,
la cual era mucho méas grande que el cuello. Se clasificaron como espinas largas las
espinas sin cuello, tan altas como anchas (Jones y Powell, 1969; Harris, Jensen, Tsao,
1992). Primero se comparé la cantidad total de espinas dendriticas contadas en los tres

segmentos de todos los grupos (Figura 21).
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Figura 21. Cantidad de espinas en los diferentes grupos. Las barras representan los

cinco grupos comparados. En el eje de las ordenadas la media de espinas contadas en los
tres segmentos dendriticos (75 pm). Se muestra el error estandar para la media de cada
grupo. Se le asignd una letra (a-e) a cada barra de izquierda a derecha. Las letras sobre las
barras muestran las diferencias significativas entre grupos (P<.0001).

El analisis de varianza (ANOVA) mostro diferencias significativas entre los
grupos (F4, 175=60.708, P<.0001), que analizadas a través de la prueba pos hoc de
Bonferroni/Dunn revelan que los grupos CN-LRO, GLAM y LAM-LRO tienen mayor
cantidad de espinas dendriticas que el grupo Cl (P<.0001). Por otro lado los grupos los
grupos GLAM y LAM-LRO presentaron un aumento en espinas en comparacion con los
grupos CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). Posteriormente se cuantifico el nUmero de cada
tipo de espina en los diferentes grupos Figura 22.



25 7

N
o
1

£

3

1 d

~ c c c [MOa

© 151 b bb mE cLro
2 a g4 aa CN-LRO
t 10 - g [0 LAM
'g B LAMLRO
(]

£

D

=2

Figura 22. Cantidad de cada tipo de espina en diferentes grupos. Las barras
representan los diferentes tipos de espina en cada grupo. En el eje de las ordenadas se
presenta la media de espinas contadas en el segmento dendritico (25 um). Se muestra el
error estandar para la media de cada grupo. Se le asign6 una letra (a-e) a cada barra de

izquierda a derecha. Las letras muestran las diferencias significativas entre grupos (P<.001).

El ANOVA mostré que los grupos presentaron diferencias en el tipo de espinas
dendriticas (F4, 175=14.904, P<.0001). La prueba de Bonferroni/Dunn mostré que los
grupos CN-LRO, GLAM y LAM-LRO presentaron mayor cantidad de espinas cortas que
el grupo CI (P<.001) mientras que el grupo GLAM presentd un aumento de espinas en
comparacion a los grupos CI-LRO, LAM-LRO y CN-LRO (P<.0001) La espina con
forma de hongo estuvo aumentada por igual en los grupos GLAM y LAM-LRO (P<.001)
mientras que los demas grupos no mostraron diferencias entre si. También se observo
mayor cantidad de espinas largas aunque las diferencias fueron mayores (P<.001).
Posteriormente se procediéo al andlisis de la cantidad de espinas dendriticas, no
importando su morfologia, en cada segmento: proximal, medial y distal (Figura 23).
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Figura 23. Cantidad de espinas en los diferentes grupos en los tres segmentos
dendriticos. Las barras representan los cinco grupos comparados en diferentes segmentos
y el eje de las ordenadas es el nimero de espinas contadas (25 pum). Se muestra el error
estandar para la media de cada grupo. Se le asigné una letra (a-e€) a cada barra de
izquierda a derecha. Las letras muestran las diferencias significativas entre grupos
(P<.0001).

El ANOVA indico diferencias entre los grupos en la cantidad de espinas en el
segmento proximal (Fs4 175=34.144, P<.0001), medial (F4 175=31.407, P<.0001) y distal
(F4 175=18.847, P<.0001). La prueba pos hoc mostré que en el segmento proximal y
distal los grupos GLAM y LAM-LRO presentaron mayor cantidad de espinas que los
grupos CI, CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). En el segmento medial se presentaron las
mismas diferencias (P<.0001) salvo que el grupo CN-LRO presenté mayor cantidad de

espinas que el grupo CI (P<.0001).

Con el objetivo de estudiar si el tipo de espina dominante cambiaba a lo largo de
la dendrita, se estudid la prevalencia de cada tipo de espina en el segmento proximal,

medial y distal (Figura 24).



A
y c
b
‘ ad
8 3 b
= a
o 2
1
o
A
ﬂ S -
-
o ]
S 1 LI c
= [ CHLRO
& e 31 E c F] CH-LRD
- E 2 g B 0 Lan
a aaa
E B LALRD
3 | =7l e
(=8 s #
@ . - / /
=
c
u c b
@ T ﬂ C 3
£ : B
= b b
ca
s.
b
. a
L3+ ]
2
= b
- aa
] /
B Proximal Medial Distal

Figura 24. Cantidad de cada tipo de espina en diferentes segmentos dendriticos. Las
barras representan los diferentes grupos en los tres segmentos dendriticos. En el eje de las
ordenadas se especifica el tipo de espina corta (A), en forma de hongo (B) y larga (C) y la
media de espinas contadas en el segmento dendritico. Se muestra el error estandar para la
media de cada grupo. Se le asigné una letra (a-e) a cada barra de izquierda a derecha. Las

letras muestran las diferencias significativas entre grupos (P<.005).



Los grupos tuvieron diferencias significativas en la cantidad de espinas cortas en
el segmento proximal (F4, 175=15.010, P<.0001), medial (F4, 175=6.927, P<.0001) y distal
(Fa, 175=4.366, P<.01). La prueba pos hoc mostré que los grupos GLAM y LAM-LRO se
vieron incrementadas en espinas cortas del segmento proximal al compararse con el
grupo CIl y el grupo CI-LRO (P<.001). El grupo GLAM presentd mas espinas que el
grupo CN-LRO y que el grupo LAM-LRO (P<.005). En el segmento medial los grupos
CN-LRO y GLAM (P<.001) presentaron mayor cantidad de espinas cortas que el grupo
ClI, mientras que el grupo GLAM mostr6 un incremento de espinas respecto al grupo ClI-
LRO (P<.001). En el segmento distal solo el grupo GLAM presentd un aumento

significativo comparado con el grupo Cl (P<.0001).

La espina en forma de hongo también manifestd6 una distribucion
estadisticamente diferente en el segmento proximal (F4, 175=12.790, P<.0001), medial
(Fs4, 175=6.149, P<.0001), pero no en el distal. Los grupos GLAM y LAM-LRO tuvieron un
incremento de espinas en el segmento proximal respecto a los grupos controles
(P<.001) mientras que éstos no difirieron entre si. En el segmento medial los grupos
CN-LRO, GLAM y LAM-LRO mostraron un incremento de espinas (P<.01).

Los grupos tuvieron diferencias significativas en la cantidad de espinas largas en
el segmento proximal (F4, 175=7.283, P<.0001), medial (F4, 175=28.514, P<.0001) y distal
(Fs 175=41.840, P<.0001). En el segmento proximal los grupos GLAM y LAM-LRO
mostraron diferencias con el grupo Cl (P<.005) y el grupo LAM-LRO presentd6 mas
espinas que los grupos CI-LRO y CN-LRO (P<.001). En el segmento medial los grupos
GLAM y LAM-LRO mostraron aumentos espinales en comparacion con los grupos Cl,
CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). El grupo LAM-LRO presenté una mayor cantidad de
espinas en comparacion al grupo GLAM (P<.0001). En el segmento medial los grupos
GLAM y LAM-LRO volvieron a mostrar incrementos en la CANTIDAD DE ESPINAS en
comparacion con los grupos CI, CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). El grupo LAM-LRO no
fue diferente que el grupo GLAM (P<.0001).

Los grupos tuvieron diferencias significativas en la cantidad de espinas cortas en
el segmento proximal (F4, 175=15.010, P<.0001), medial (F4, 175=6.927, P<.0001) y distal
(F4 175=4.366, P<.01). La prueba pos hoc mostré que los grupos GLAM y LAM-LRO se



vieron incrementadas en espinas cortas del segmento proximal al compararse con el
grupo Cl y el grupo CI-LRO (P<.001). El grupo GLAM presentd mas espinas que el
grupo CN-LRO y que el grupo LAM-LRO (P<.005). En el segmento medial los grupos
CN-LRO y GLAM (P<.001) presentaron mayor densidad de espinas cortas que el grupo
Cl, mientras que el grupo GLAM mostré un incremento de espinas respecto al grupo Cl-
LRO (P<.001). En el segmento distal s6lo el grupo GLAM presentdé un aumento
significativo comparado con el grupo Cl (P<.0001).

La espina en forma de hongo también manifest6 una distribucion
estadisticamente diferente en el segmento proximal (F4 175=12.790, P<.0001) y medial
(Fs4 175=6.149, P<.0001) y distal (F4, 175=4.366, P=.0022) pero no en el distal. Los grupos
GLAM y LAM-LRO tuvieron un incremento espinal en el segmento proximal respecto a
los grupos controles (P<.001) mientras que éstos no difirieron entre si. En el segmento
medial los grupos CN-LRO, GLAM y LAM-LRO mostraron un incremento espinal
(P<.01).

Los grupos tuvieron diferencias significativas en la cantidad de espinas largas en
el segmento proximal (F4, 175=7.283, P<.0001), medial (F4, 175=28.514, P<.0001) y distal
(Fs, 175=41.840, P<.0001). En el segmento proximal los grupos GLAM y LAM-LRO
mostraron diferencias con el grupo Cl (P<.005) y el grupo LAM-LRO present6 mas
espinas que los grupos CI-LRO y CN-LRO (P<.001). En el segmento medial los grupos
GLAM y LAM-LRO mostraron aumentos en la cantidad de espinas en comparacion con
los grupos CI, CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). El grupo LAM-LRO presenté una mayor
cantidad de espinas en comparacion al grupo GLAM (P<.0001). En el segmento medial
los grupos GLAM y LAM-LRO volvieron a mostrar incrementos en la densidad espinal
en comparacion con los grupos Cl, CI-LRO y CN-LRO (P<.0001). El grupo LAM-LRO no
fue diferente que el grupo GLAM (P<.0001).



9. DISCUSION

La sinapsis entre las fiboras musgosas y las neuronas piramidales del CA3 del
hipocampo dorsal han sido implicadas en el aprendizaje y la memoria de tareas
espaciales. Diferentes grupos de investigadores han demostrado correlaciones entre la
extension de las fibras musgosas del hipocampo y la capacidad de aprendizaje de tipo
espacial (Bernasconi-Guastalla, Wolfer y Lipp, 1994; Crusio, Schwegler y Brust, 1993).
Por otro lado, otras investigaciones han demostrado que la inactivacién o lesion en la
conectividad que establecen estas fibras entre el giro dentado y el CA3 pueden afectar
la adquisicion del mismo tipo de tareas (Lassalle, Bataille y Halley, 2000; Steffenach,
Sloviter, Moser y Moser, 2002). Las fibras musgosas han demostrado ser altamente
plasticas y estructuralmente sensibles a experiencias como el aprendizaje de tareas
espaciales (Ramirez-Amaya et al., 1999; Ramirez-Amaya et al., 2001). Lo anterior
sugiere fuertemente que la funcion de las fibras musgosas para el aprendizaje de tipo
espacial depende en gran parte de su estructura y extension. El analisis estadistico de
nuestro experimento comprobd que el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris,
que induce el crecimiento de las fibras musgosas, facilité el aprendizaje de una nueva
tarea espacial que requiere de la participacion del mismo sistema de fibras musgosas,
en comparacion con ratas intactas o control de nado. La hipétesis de que el
entrenamiento en el LAM mejora la ejecucién en el LRO, fue aceptada. El grupo
previamente entrenado obtuvo latencias menores para completar la tarea y cometié
menos errores de referencia mientras que los grupos controles CN-LRO y CI-LRO no
presentaron diferencias entre si. Ambos indicadores fueron consistentes al revelar que
las ratas previamente entrenadas difirieron de las controles a partir del segundo dia de
entrenamiento en el LRO. Estos resultados van en concordancia con los hallazgos
conductuales que otros grupos han reportado en donde se observa que algunas
experiencias previas pueden facilitar la adquisicion de nuevas tareas (Kinsley et al.,
1999). Por otro lado, también ha sido reportado que esta mejora puede correlacionar
con cambios plasticos en las estructuras implicadas en la resolucion de la primera tarea
(Kinsley et al., 2006; Moser et al., 1994; Rochefort et al., 2002).



Nuestros resultados revelan que el aprendizaje de la primera tarea también mejoro la
memoria de trabajo y pensamos que el LAM pudo haber potenciado la funcion de
procesos hipocampales que se utilizan para la resolucion de estas tareas (Crusio et al.,
1993; Schwegler, Crusio y Brust, 1990).

También es posible que esta mejoria sea la consecuencia de eventos plasticos
no descritos en el presente trabajo, los cuales pueden ser de naturaleza puramente
funcional o implicar cambios estructurales en otras estructuras como la corteza
prefrontal, que es esencial para el establecimiento de la memoria de trabajo en tareas
espaciales (Kesner, Hunt, Williams y Long, 1996). A nivel celular ya ha sido demostrado
que la longitud de las dendritas y la cantidad espinal de las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal esta relacionada con la eficiencia en tareas que involucran a la

memoria de trabajo (Pérez-Vega, Feria-Velasco y Gonzalez-Burgos, 2000).

Nuestro analisis histolégico demostré que el aprendizaje previo de la tarea
espacial en el LAM produjo un incremento en la cantidad espinal de las dendritas
basales de las células piramidales del CA3. Los grupos previamente entrenados (GLAM
y LAM-LRO) aumentaron el nimero de espinas dendriticas, esto va en congruencia con
la literatura, ya que resultados similares han sido descritos en el giro dentado del
hipocampo como resultado del entrenamiento espacial (O'Malley, O'Connell, Murphy y
Regan, 2000), no obstante la espinogénesis en el CA3 probablemente corresponda a la
axogénesis descrita por otros investigadores en el mismo tipo de entrenamiento
(Ramirez-Amaya et al., 1999). El grupo CN-LRO exhibié un aumento de espinas que
llegd a ser significativo solamente comparado con el grupo CI de lo que se puede
deducir un grado de espinogénesis en respuesta al ejercicio que no habia sido descrito

en estas condiciones.

Al hacer la distincion morfologica de las espinas se logro observar (figura 21) que
los grupos mostraron modificaciones diferenciales en los tipos de espinas. El grupo
GLAM mostré6 mayor cantidad de espinas cortas en comparacion a todos los demas
grupos y un aumento en las espinas en forma de hongo y larga con respecto a los
grupos controles. El grupo LAM-LRO no mostré diferencias en la espina corta en

comparacion con los grupos CI-LRO ni CN-LRO, sin embargo la cantidad total de



espinas es mayor en este grupo en comparacion con los controles; la distincién de tipo
de espinas muestra que en este grupo aumentd el nimero de espinas largas y en forma
de hongo, cuya estructura ha sido correlacionada con una mayor efectividad sinaptica
porque el cuello altera las propiedades biofisicas de la membrana aumentando la
resistencia al paso de corriente, mientras que por otro lado contienen varios sitios
postsinapticos activos (Harris, Jensen y, 1992) lo que podria tener relaciéon con la
mejoria en la segunda tarea. Es posible que este aumento en espinas largas sea a
partir de la espina corta, que es la espina que se modifica mas rapidamente, tiene
menor cantidad de receptores AMPA y precisamente sufre cambios estructurales a

partir de estimulos eléctricos de alta frecuencia.

Al analizar la distribucion de las espinas a lo largo de los diferentes segmentos
dendriticos se encontr6 que los dos grupos experimentales (GLAM y LAM-LRO)
presentaron mayor cantidad de espinas en todos los segmentos (proximal, medial y
distal) mientras que los grupos controles no difirieron entre si, con excepcion del grupo

CN-LRO que presenté mayor cantidad que el grupo CI en el segmento medial.

Debido a que aun no existen investigaciones que reporten el tipo de espina que
predomina en cada segmento dendritico, se analizo la cantidad de cada tipo de espina
en los diferentes segmentos. Los resultados observados en la cuantificacion de espinas
cortas parecen estar de acuerdo con trabajos segun los cuales, la espina corta es el
tipo de espina mas variable (Harris, 1999) y muestra diferencias en el segmento
proximal producto del entrenamiento en el caso del grupo GLAM, sin embargo, el grupo
LAM-LRO no difiere del grupo CN-LRO pero si del grupo GLAM, probablemente esto se
explique por el aumento de espinas largas en el segmento distal que si es mayor que
en el grupo GLAM para el segmento medial y distal. De la misma manera, en el
segmento medial la espina corta se ve aumentada en los grupos CN-LRO y GLAM en
comparacion a los grupos Cl y CI-LRO, lo que sugiere ser consecuencia del ejercicio
fisico. En el segmento distal sélo el grupo GLAM tuvo mas espinas cortas que el grupo
Cl. Los demas grupos no mostraron diferencias. Probablemente esa espinogénesis se
consolido con la experiencia del LAM y en el caso del grupo LAM-LRO que ademas

enfrentd el aprendizaje de la segunda tarea.



El nUmero de espinas en forma de hongo se observé aumentado consistentemente en
el segmento proximal en el caso de los grupos previamente entrenados en comparacion
a los grupos control, mientras en el segmento distal no existié diferencia. La espina
larga mostré cambios en el segmento medial y distal en los grupos GLAM y LAM-LRO.
Se registré un incremento de ésta en el segmento medial del grupo LAM-LRO en
comparacion al grupo GLAM. En el segmento proximal las diferencias mostraron una
tendencia parecida aunque sélo el grupo LAM-LRO fue diferente de los grupos
controles, lo que deja claro que los cambios mas importantes en la espina larga ocurren
en los segmentos medial y distal y que el segmento proximal, si bien presenta las

mismas tendencias, no sufre cambios tan importantes.

Los resultados de estos experimentos confirman que el entrenamiento espacial
de ratas adultas se asocia con un incremento en las espinas dendriticas basales de las
neuronas piramidales del CA3, lo que indica un mayor numero de sinapsis por ceélula,
ademas produce una prevalencia diferencial del tipo de espina larga. Los animales con
estas alteraciones en la conectividad hipocampal también mostraron incrementada la
habilidad para aprender otra tarea de la misma naturaleza, de lo que se infiere que el
entrenamiento espacial puede inducir cambios en la conectividad de las neuronas,
probablemente la generacion y el fortalecimiento de vias sindpticas para producir
ensambles que modifican la funcién hipocampal, lo que mejora la capacidad para
procesos cognitivos dependientes de éste, como lo es el aprendizaje de nuevas tareas

espaciales.



10. CONCLUSIONES

El aprendizaje de una tarea espacial en el laberinto acuatico de Morris causa
modificaciones estructurales de largo plazo en el CA3 del hipocampo dorsal. Este
aprendizaje mejora la adquisicion de una segunda tarea espacial en el laberinto radial
de ocho brazos. Los animales previamente entrenados adquieren mas rapido la tarea
gue los controles y mejoran su memoria de referencia y de trabajo. Estos animales
presentan cambios postsinapticos en el CA3 del hipocampo en cantidad, forma vy
localizacion de espinas dendriticas. La cantidad de espinas se ve aumentada como
resultado del aprendizaje de la primera tarea y tiene lugar en los tres segmentos
estudiados. El aumento ocurre en los tipos de espina en forma de hongo y larga, pero la
demanda de la segunda tarea parece disminuir el tipo de espina corta y aumentar el
tipo de espina larga sobretodo en el segmento distal, mientras que la disminucién de
cortas ocurre en los tres segmentos. El aprendizaje provocé aumentos en el tipo de
espina en forma de hongo en el segmento proximal e incrementos discretos en el
segmento medial pero no en el distal. El ejercicio fisico parece contribuir al aumento en
la cantidad de espinas, sobre todo de los tipos de espina corta y en forma de hongo en
el segmento medial. Aun no se sabe si estos cambios anatémicos producto del
aprendizaje, que facilitan el aprendizaje de una segunda tarea espacial, pudieran ser
relevantes para el aprendizaje de tareas no espaciales. Los cambios anatomicos fueron
registrados en el CA3 del hipocampo dorsal y queda por investigar posibles cambios en

otras estructuras como el CA1 del hipocampo, la corteza prefrontal y corteza motora.
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