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Lista de Abreviaturas 

AE                     Ambientes Enriquecidos  

ANE                  Ambientes No Enriquecidos  
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bFGF                Factor de Crecimiento Fibroblástico beta  

NGF                  Factor de crecimiento Nervioso  

PDGF               Factor de Crecimiento Dependiente de Plaquetas   

GD                   Giro Dentado  

LTP                  Potenciación a Largo Plazo  

KO TSP-1        Ratones deficientes de TSP-1  

SNC                 Sistema Nervioso Central  

TGF-β              Factor de crecimiento transformante beta 

TSPs                Trombospondinas 

TSP-1               Trombospondina-1  

TSP-2               Trombospondina-2  

TSP-3               Trombospondina-3  

TSP-4              Trombospondina-4  

TSP-5              Trombospondina-5  

Wt     Ratones silvestres 
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RESUMEN 

La Trombospondina-1 (TSP-1), es una glicoproteína de matriz extracelular 

implicada en procesos de cicatrización, migración celular y angiogénesis. En el 

cerebro la TSP-1 es sintetizada y secretada por los astrocitos y se encuentra 

involucrada en la sinaptogénesis, neurogénesis, formación de neuritas, migración 

neuronal, así como el desarrollo y mantenimiento de las espinas dendríticas. Las 

espinas dendríticas son protuberancias que emanan de las dendritas y se 

consideran el principal sitio de contacto postsináptico excitatorio. Los ambientes 

enriquecidos (AE) son utilizados para estudiar la plasticidad cerebral dependiente 

de la experiencia. Los AE modifican la morfología de la neurona y estimulan la 

formación de espinas dendríticas; sin embargo, los mecanismos celulares 

involucrados en este proceso no se conocen completamente. El objetivo de este 

trabajo fue conocer si la TSP-1 tiene un papel determinante en los cambios 

neuronales producidos por los AE. Brevemente, ratones silvestres (Wt)  y ratones 

knockout (KO) para TSP-1 se mantuvieron en condiciones estándar de laboratorio 

(Ambientes No Enriquecidos, ANE) y en AE por cinco semanas, después de este 

periodo los ratones fueron sacrificados y sus cerebros procesados para la tinción 

de Golgi. Se utilizó el análisis de Sholl para conocer las alteraciones en la 

morfología de las neuronas piramidales del hipocampo. Los cambios en la 

densidad y la morfología de las espinas dendríticas fueron determinados mediante 

un sistema semiautomatizado estandarizado en este trabajo. Los niveles de TSP-1 

fueron determinados en el hipocampo por un inmunoensayo de ELISA. Los 

resultados mostraron que los ratones Wt sometidos a AE no presentan cambios en 

el número de arborizaciones nerviosas; sin embargo, se observó disminución en la 

longitud de las dendritas secundarias y terciarias. Estos cambios fueron asociados 

con una mayor complejidad de las neuronas, aumento en la densidad de espinas 

dendríticas e incremento en los niveles de TSP-1. Los ratones KO TSP-1 

presentaron alteraciones en la morfología neuronal que incluyen reducción de 

espinas en las dendritas terminales, una menor complejidad neuronal y 

disminución en el número de ramificaciones dendríticas; sin embargo, estas 

ramificaciones presentaron mayor longitud. La morfología de hongo de las espinas 
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dendríticas disminuye en ratones KO. Los AE no modificaron la morfología 

neuronal pero sí incrementaron la densidad de espinas dendríticas. Nuestros 

resultados sugieren que la TSP-1 tiene un papel importante en el mantenimiento 

de la morfología neuronal y en los procesos de plasticidad cerebral dependientes 

de la experiencia. 

 

ABSTRACT 

Thrombospondin-1 (TSP-1) is an extracellular matrix protein involved in healing 

processes, cell migration and angiogenesis. Synthesized and released by 

astrocytes, TSP-1 is involved in the development and maintenance of neurites, 

dendritic spines and synapses. Dendritic spines are protrusions that emanates 

from dendrites and are considered as the main postsynaptic site for the excitatory 

synapses. Enriched Environments (EE) are used to study brain plasticity 

experience-dependent. EE modify the morphology of the neuron and stimulate the 

dendritic spines formation. However, the cellular mechanisms involved in this 

process are not fully understood. The aim of this study was to determine whether 

TSP-1 is involved in neuronal morphology changes induced by EE. Briefly, wild 

type mice (Wt) and knockout (KO) to TSP-1 mice were exposed for five weeks to 

EE, subsequently were sacrificed and their brains processed for Golgi stain. Sholl 

analysis was performed to know changes in neuronal morphology and density of 

dendritic spines in hippocampal neurons. TSP-1 levels were determined by 

immunoassay. We find that Wt mice in EE show changes in number of nerve 

arborizations, decrease in the length of secondary and tertiary dendrites; enhanced 

dendritic spine density associated with the increase of TSP-1 levels. TSP-1 KO 

mice show reduction on number of dendrites, increased length of the dendrites and 

decreased dendritic spine density in distal dendrite but not in proximal dendrite. 

The mushroom morphology of dendritic spines decreases in KO mice. Our results 

suggest that TSP-1 plays an important role in brain plasticity mechanisms 

experience-dependent.  
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INTRODUCCIÓN 

Las trombospondinas, son una gran familia de glicoproteínas oligoméricas con 

múltiples dominios que participan en una gran variedad de funciones biológicas 

como parte de la matriz extracelular. De acuerdo a su estado de oligomerización y 

dominio estructural, las trombospondinas han sido organizadas en dos subgrupos: 

el subgrupo A que comprende una estructura trimérica que incluye a la 

Trombospondina-1 (TSP-1) y Trombospondina-2 (TSP-2); y el subgrupo B con 

organización pentamérica que incluye a la Trombospondina-3 (TSP-3), 

Trombospondina-4 (TSP-4) y Trombospondina-5 (TSP-5) (Adams, 2001; Adams y 

Lawler, 2004; Bornstein, 2009; Adams y Lawler, 2011). La TSP-1 es una 

glicoproteína liberada de los gránulos alfa de las plaquetas (Blair y Flaumenhaft, 

2009), implicada en procesos como cicatrización, apoptosis, inflamación (Lopez-

Dee et al., 2011), angiogénesis (Bornstein, 2009), sinaptogénesis (Xu et al., 2010), 

adhesión y migración celular (Tucker et al., 1999; Adams y Tucker, 2000; Chen et 

al., 2000; Lawler, 2000). En el Sistema Nervioso Central (SNC), la TSP-1 es 

ampliamente expresada durante el desarrollo (Risher y Eroglu, 2012) y se 

encuentra involucrada en el crecimiento de neuritas (O'Shea et al., 1991; 

Osterhout et al., 1992; Yu et al., 2008), migración neuronal (O'Shea et al., 1991; 

DeFreitas et al., 1995), diferenciación neuronal (Lu y Kipnis, 2010), sinaptogénesis 

(Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Xu et al., 2010; Mendus et al., 

2014) y en la formación de las espinas dendríticas (García et al., 2010). La 

ausencia de TSP-1 afecta la recuperación de la función motora en modelos de 

isquemia cerebral (Liauw et al., 2008) y favorece la hiperexcitabilidad en modelos 

de epilepsia (Mendus et al., 2015); sugiriendo un papel importante en la formación 

de circuitos neuronales y la plasticidad cerebral. 

Las espinas dendríticas son pequeñas protuberancias que emergen de las 

dendritas de las neuronas y son consideradas como el principal componente 

postsináptico en las sinapsis excitatorias (Yuste y Urban 2004; Arellano et al., 

2007). Las espinas son estructuras dinámicas cuyo tamaño, forma y número 

cambia a través de la vida (Hotulainen y Hoogenraad, 2010; Ebrahimi y Okabe, 



Página | 7 
 

2014; Gu et al., 2014); en un principio respondiendo a un dictamen genético y 

posteriormente a la propia actividad neuronal (Yuste et al., 2000; Nimchinsky et al., 

2002; Cornelisse et al., 2007; Yang et al., 2009). 

En modelos in  vitro de plasticidad sináptica, como la Potenciación a Largo Plazo y 

Depresión a Largo Plazo (LTP y LTD, por sus siglas en inglés), las espinas 

dendríticas presentan cambios en su morfología y densidad después de la 

estimulación eléctrica  (Lamprecht y LeDoux, 2004; Okamoto et al., 2004; Hill y 

Zito, 2013). Resultados similares se han observado cuando el LTP es inducido in 

vivo (Fukazawa et al., 2003; Lisman, 2003; Popov et al., 2004; De Roo et al., 2008; 

Jedlicka et al., 2008; Knott y Holtmaat, 2008; Lushnikova et al., 2009). En modelos 

conductuales que permiten estudiar procesos de plasticidad dependientes de la 

experiencia, como los ambientes enriquecidos (AE), se ha observado el 

incremento en el número de espinas dendríticas y sinapsis (Moser et al., 1994; van 

Praag et al., 2000; Landers et al., 2011), lo que sugiere un papel preponderante de 

estas estructuras en la plasticidad cerebral. La mayoría de los cambios plásticos 

han sido vinculados con diversas proteínas y factores neurotróficos; sin embargo, 

se desconoce si la TSP-1 participa en la formación de espinas dendríticas 

producidas por los AE. Por lo que en este trabajo se analizó si la TSP-1 tiene un 

papel fundamental en la plasticidad cerebral dependiente de la experiencia. 
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ANTECEDENTES  
Trombospondinas (TSPs) 
Las trombospondinas (TSPs) son glicoproteínas multifuncionales que pertenecen 

a un grupo de proteínas de la matriz extracelular. Las TSPs pueden interactuar 

con un gran número de receptores de membrana celular y con una variedad de 

proteínas de matriz extracelular que le permiten tener una interacción célula-célula 

y célula-matriz (Adams y Lawler, 2011). La familia de las TSPs está conformada 

por cinco miembros (TSP-1, TSP-2, TSP-3, TSP-4 y TSP-5 o proteína de matriz 

oligomérica de cartílago, COMP). De acuerdo a su dominio estructural y su modo 

de multimerización, las TSPs han sido divididas en dos subfamilias: la subfamilia A 

que incluye a la TSP-1 y TSP-2 caracterizada por tener una estructura trimérica y 

la subfamilia B conformada por la TSP-3, TSP-4 y TSP-5 con una estructura 

pentamérica (Adams y Lawler, 2004; 2011). Las TSPs tienen importantes 

funciones biológicas que han sido descubiertas en muchos órganos y sistemas 

como son: la regulación de la angiogénesis y progresión del cáncer (Bornstein, 

2009; Lawler y Lawler, 2012), modulación de la inflamación (Lopez-Dee et al., 

2011), modulación de la respuesta inmune (Chamak et al., 1995; Bergstrom et al., 

2015), mantenimiento, integridad y función del miocardio (Lawler, 2000; Adams y 

Lawler, 2004), cicatrización, regulación de la fibrosis (Lawler, 2000) y migración de 

células neuronales (Girard et al., 2014), entre otras funciones. 

Todas las TSPs comparten un alto grado de homología, específicamente en su 

estructura general representada por: una región carboxilo terminal, 2-3 dominios 

de unión al Factor de Crecimiento Epidermal (EFG), un dominio de unión a Ca2+ y 

en su porción amino terminal el dominio de tipo C que se une a factor de Von 

Willebrand (Lawler, 2000; Adams y Lawler, 2004).  

Las cinco proteínas se ubican en diferentes cromosomas, tanto en humanos como 

en ratones. En humanos la TSP-1 es codificada por el gen THBS1 que se localiza 

en el cromosoma 15 y en el ratón por el gen Thbs1 localizado en el cromosoma 2; 

la TSP-2 es codificada por el gen THBS2 para humano localizado en el 

cromosoma 6 y Thbs2 para ratón localizado en el cromosoma 17; el gen THBS3  

de la TSP-3 para humano se encuentra en el cromosoma 1 y para el ratón Thbs3 



Página | 9 
 

en el cromosoma 3. La TSP-4 codificada por el gen THBS4 está localizada en el 

en cromosoma 5 y Thbs4 de ratón en cromosoma 13. Finalmente la TSP-5 en 

humanos es codificada por el gen THBS5 localizada en el cromosoma 19 y para 

ratón el gen Thbs5 en el cromosoma 8 (Stenina-Adognravi, 2014). 

 

Trombospondina-1 (TSP1) 

La trombospondina-1 (TSP-1) es una glicoproteína de unión a calcio que es 

liberada por los gránulos α plaquetarios (Blair y Flaumenhaft, 2009) en respuesta a 

una activación por trombina. La TSP-1 fue la primera molécula en ser 

caracterizada dentro de la familia de las TSPs, atribuyéndosele funciones de 

adhesión celular (Chen et al., 2000); además tiene un papel fundamental en el 

proceso de coagulación y respuesta inflamatoria (Lawler, 2000; Adams y Lawler, 

2004; Lopez-Dee et al., 2011). 

La TSP-1 no sólo responde a trombina, diversos estudios han demostrado que la 

expresión de TSP-1 aumenta en respuesta a Adenosina Trifosfato (ATP), glucosa, 

Factor de Crecimiento Dependiente de Plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés), 

Factor de Crecimiento Fibroblástico beta (βFGF, por sus siglas en inglés), Factor 

de Crecimiento Transformante beta 1 (TGFβ1, por sus siglas en inglés) e hipoxia 

(Adams y Lawler, 2004); mientras que el virus de herpes, inhibidor 1 de DNA (Id1), 

Herpes virus asociado a sarcoma de Kaposi (KSHV), Interleucina 1 beta (IL-1β), 

Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-α), los protooncogenes C-fos, c-jun, vsrc, 

RAS y la luz UvB disminuyen su expresión (Adams y Lawler, 2011). A nivel celular, 

se ha visto que además de las plaquetas, las células endoteliales (Murphy-Ullrich y 

Iozzo, 2012), fibroblastos, adipocitos, células de músculo liso, monocitos y 

macrófagos son capaces de sintetizar TSP-1 (Lopez-Dee et al., 2011). Durante el 

periodo embrionario la expresión de TSP-1 es baja; sin embargo, su expresión se 

incrementa durante el periodo posnatal y vuelve a disminuir en la edad adulta 

(Caceres et al., 2007). 

Estructuralmente la TSP-1 es un homotrímero de aproximadamente 420 kDa que 

consta de tres cadenas peptídicas idénticas unidas a través de puentes disulfuro 
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(Chen et al., 2000). Un monómero de TSP-1 se representa como un glicopéptido 

de 150 kDa que contiene los siguientes dominios: 1) un dominio amino terminal, el 

cual participa en la adhesión, proliferación y migración celular; 2) un sitio de unión 

a procolágeno, que funciona como unidad de ensamble para la inhibición de la 

angiogénesis; 3) tres regiones con secuencias repetidas, conocidos como 

secuencia tipo I o de unión a properdina, que facilita la adhesión celular, 

crecimiento de neurita y apoptosis e inhibe la proliferación y angiogénesis; 

secuencia tipo II que contiene un sitio de unión al Factor de Crecimiento Epidermal 

(EGF, por sus siglas en inglés), conformado por los sitios de unión a la heparina, 

seguido por regiones que contienen secuencias de aminoácidos con homología al 

procolágeno, properdina, EGF, que favorece el crecimiento celular; y secuencia 

tipo III o sitio de unión a calcio, involucrado en la unión celular por medio de 

canales de calcio; 4) dominio carboxilo terminal que participa en la migración y 

adhesión celular (Chen et al., 2000; Carlson et al., 2008) (Figura 1). Cada dominio 

tiene secuencias específicas de aminoácidos que interactúan con receptores 

CD36, CD47, TGFβ, proteoglicanos, integrinas y otras moléculas de matriz 

extracelular formando complejos multiprotéicos en la superficie celular que 

participan en los diferentes procesos fisiológicos y patológicos como proliferación 

celular, migración, apoptosis, cicatrización de heridas, inflamación, angiogénesis y 

neoplasia (Adams, 2001; Bornstein, 2009; Isenberg et al., 2009), a través de la 

comunicación célula-célula y célula-matriz (Chen et al., 2000; Carlson et al., 2008). 

La TSP-1 es degradada intracelularmente por endocitosis y proteólisis lisosomal; 

extracelularmente la TSP-1 puede ser destruida por catepsinas y elastasas como 

respuesta a la activación de neutrófilos y leucocitos (Adams y Lawler, 2004).  
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Figura 1. Estructura molecular de la trombospondina 1 (TSP-1). La imagen muestra los dominios 
globulares amino y carboxilo terminal y los tres tipos de secuencias repetidas. En la parte superior 
se muestran las regiones de aminoácidos que forman cada dominio y en la parte inferior los 
diferentes receptores con los que actúan. a.a. (amino ácidos), vWC (Factor de von Wilbrand tipo C), 
CD36 (Cluster o grupo de diferenciación 36), TGFβ1 (Factor de Crecimiento Transformante Beta 1), 
EGF (Factor de Crecimiento Endotelial), Ca (Calcio), avβ3 (Receptor a vitronectina), CD47 (Cluster 
o grupo de diferenciación 47). 
 

 
La TSP-1 y sus funciones cerebrales 
En el Sistema Nervioso Central (SNC), la TSP-1 es sintetizada y secretada por los 

astrocitos (Asch et al., 1986; Christopherson et al., 2005) principalmente durante 

las primeras etapas del desarrollo posnatal (Adams y Tucker, 2000). Su expresión 

podría estar involucrada en el crecimiento de las neuritas (O'Shea et al., 1991; 

Osterhout et al., 1992; Yu et al., 2008), migración neuronal (O'Shea et al., 1991; 

DeFreitas et al., 1995) y sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005; Eroglu, 2009; 

Hughes et al., 2010; Crawford et al., 2012) a través de la activación de receptores 

para gabapentina (Eroglu et al., 2009) y neuroligina 1 (Xu et al., 2010). Los ratones 

deficientes de TSP-1 exhiben déficit en la recuperación de la función motora 
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después de una isquemia (Liauw et al., 2008) y reducen la proliferación y 

diferenciación de progenitores neuronales (Lu y Kipnis, 2010). Recientemente se 

demostró que la ausencia de TSP-1 favorece la excitabilidad en modelos de 

epilepsia en ratones (Mendus et al., 2015). Mientras que la presencia de TSP-1 

revierte la pérdida espinas y sinapsis observada en modelos de la enfermedad de 

Alzheimer (Rama et al., 2013; Son et al., 2015); síndrome de Down (García et al., 

2010) y lesión de motoneuronas (Tyzack et al., 2014). Adicionalmente se ha 

observado que la expresión de TSP-1 mejora el aprendizaje espacial en ratones 

(Chu et al., 2015). Por otro lado la activación del receptor CD47, uno de los 

receptores a TSP-1 a través de su dominio C-terminal, es necesaria para la 

maduración neuronal (Numakawa et al., 2004; Ohnishi et al., 2005). En contraste, 

la activación del receptor a Gabapeptina alfa-2-beta-1 por la TSP-1 estimula la 

formación de sinapsis excitatorias (Eroglu et al., 2009; Hughes et al., 2010), 

sugiriendo que la TSP-1 podría tener un papel preponderante en los procesos de 

desarrollo y plasticidad cerebral. 

 

Espinas dendríticas 
Las espinas dendríticas son pequeñas protuberancias que emergen de las 

dendritas de una neurona, y constituyen el principal componente postsináptico 

excitatorio. Las espinas dendríticas fueron descritas por primera vez en 1888 por 

Ramón y Cajal en células de Purkinje (García-Lopez et al., 2007), considerándolas 

como estructuras que aumentan el área de superficie de las dendritas (Yuste, 

2011). Los trabajos de Ramón y Cajal fueron confirmados muchos años después a 

través de diversas investigaciones basadas en microscopía electrónica y 

microscopía de luz (García-Lopez et al., 2007). Estos estudios lograron establecer 

que la mayoría de las espinas dendríticas representan el componente 

postsináptico de muchas sinapsis excitatorias y algunas sinapsis inhibitorias en el 

cerebro. Las espinas dendríticas están involucradas en la compartimentalización 

química del calcio, síntesis de proteínas, conectividad de las neuronas, fuerza 

sináptica, aislamiento eléctrico, función y plasticidad sináptica (Nimchinsky et al., 

2002; DeFelipe, 2006; Alvarez y Sabatini, 2007). 
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Morfología de las espinas  

A través de varios métodos de análisis ha sido posible determinar anatómicamente 

la morfología de las espinas dendríticas, encontrándose que están conformadas 

por tres estructuras elementales: base, cuello y cabeza (Nimchinsky et al., 2002; 

Ballesteros-Yanez et al., 2006; Arellano et al., 2007; Hotulainen y Hoogenraad, 

2010) (Figura 2). El sitio de contacto entre la cabeza de las espinas y las 

terminales presinápticas está marcado por un conjunto de proteínas denominado 

densidad postsináptica 95 (PSD95, por sus siglas en inglés) (Ebrahimi y Okabe, 

2014). Dicha densidad está constituida por diferentes proteínas como son: 

Drebrina (Shim y Lubec, 2002), Actina (Hotulainen y Hoogenraad, 2010; Shirao y 

Gonzalez-Billault, 2013), Spikar (Yamazaki et al., 2014), Axina (Chen et al., 2015), 

Kalirina (Penzes y Remmers, 2012) y proteínas de enlace a actina como la 

Gelsolina, Profilina, Pinofilina, etc., entre otras proteínas de importancia en la 

formación y modulación de la espina dendrítica (Figura 3). 

    

Figura 2. Estructura anatómica de la espina dendrítica. La imagen muestra los componentes 
centrales de la espina: una base, punto de unión a la dendrita y a partir de la cual se forma; cuello, 
porción de la espina conformado por actina; cabeza, lugar donde se concentrarán un conjunto de 
proteínas denominada densidad postsináptica (PSD). Modificada de (Jontes, 2000). 
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Tradicionalmente y acorde a un análisis ultraestructural que implica el volumen de 

la cabeza (alrededor de 0.001 μm3) y la longitud del cuello (cuyo diámetro es 

menor de 0.1 µm), ha sido posible establecer diferentes patrones morfológicos de 

las espinas dendríticas (Nimchinsky et al., 2002), con lo cual se las ha clasificado 

en las siguientes categorías: 1) forma de hongo, por contener un cuello delgado y 

un volumen amplio de su cabeza, se ha sugerido que esta morfología predomina 

en las dendritas de cerebros maduros y en más del 80 % de ellas se encuentra el 

“aparato espinoso” (Jedlicka et al., 2008; Ebrahimi y Okabe, 2014), una estructura 

relacionada con el retículo endoplasmático liso; 2) forma regordeta, se caracteriza 

por tener un cuello corto y cabeza con volumen prominente; 3) espinas delgadas, 

que presentan un cuello delgado y una cabeza de volumen pequeño; 4) filopodios, 

en la cual se encuentra ausencia de cabeza y la longitud del cuello es alargado 

(Ballesteros-Yanez et al., 2006; Arellano et al., 2007). Estas últimas, consideradas 

estados inmaduros de las espinas dendríticas (Ziv y Smith, 1996). También se ha 

planteado la existencia de otro tipo de formas, como la ramificada, la cual 

constituye un doble contacto sináptico y las espinas delgadas largas por presentar 

una longitud de cuello de entre 1 y  2 µm (Figura 4). 

         

Figura 3. Estructura molecular de la espina dendrítica. La imagen muestra las principales proteínas 
localizadas en las espinas dendríticas. Modificada de Kim y Sheng, 2004. 
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Figura 4. Morfología de las espinas dendríticas. Las espinas son clasificadas de acuerdo a 
diámetro de la cabeza, cuello de la espina y la longitud de las mismas. La imagen muestra la 
relación entre esta medidas en la clasificación de espinas filipoideas, delgada, redonda, hongo y 
ramificada. Modificada de Maiti, P., 2015. dh (diametro de cabeza), dn (diametro de cuello), L 
(Longitud).  

 

Las espinas son estructuras muy dinámicas, así su tamaño, forma y número 

cambian a través de la vida. El crecimiento dendrítico inicialmente sigue 

dictámenes genéticos que después se pueden modificar por niveles y patrones de 

actividad neuronal (Bartlett y Banker, 1984; Buchs y Muller, 1996; Matsuzaki et al., 

2004; Nagerl et al., 2004; Zhou y Cohan, 2004; Alvarez y Sabatini, 2007). Durante 

el desarrollo posnatal, las espinas regordetas son abundantes (Yuste, 2013), 

aunque también pueden ser encontradas en etapas adultas (Fiala et al., 2002); las 

espinas delgadas cambian durante el desarrollo, sugiriendo su transformación en 

espinas tipo hongo (McAllister et al., 1996; Giancotti, 1997); sin embargo, otros 

estudios sugieren que puede ser un estado de inestabilidad morfológico 

(Nimchinsky et al., 2002). En la vejez se observa una reducción importante en el 

número de espinas, particularmente de las espinas delgadas (Luebke et al., 2010). 

Estudios in vivo, realizados en roedores han demostrado que la actividad 

conductual induce la formación y eliminación de espinas aún en etapas adultas 

(Yang et al., 2009). Diversas anormalidades en el número y morfología de las 

espinas dendríticas han sido descritas en diferentes desórdenes del 
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neurodesarrollo como el síndrome de Down (Daroles y Caille, 2013), síndrome de 

Rett (Fiala et al., 2002; Xu et al., 2014), trastorno del espectro autista (Phillips y 

Pozzo-Miller, 2015), en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Alzheimer (Fiala et al., 2002; Zigman y Lott, 2007), alteraciones neurológicas como 

la epilepsia (Jones et al., 2011) y desórdenes psiquiátricos como la esquizofrenia 

(Flores et al., 2015). 

 
Ambientes Enriquecidos 

Los ambientes enriquecidos (AE) favorecen condiciones de vivienda en una caja o 

jaula de exploración, a través de los cuales facilitan y refuerzan la estimulación 

motora, sensorial y cognoscitiva (Faherty et al., 2003; Nithianantharajah y Hannan 

2006; Hirase y Shinohara, 2014). Al insertar a los animales en grupo, se fomenta 

la socialización y se estimula el olfato, gusto y audición (van Praag et al., 2000). 

Los objetos que se introducen a un AE varían en su composición, forma, tamaño, 

textura y color estimulando la visión y la sensibilidad de los sujetos (Figura 5). 

Además de reforzar la memoria y la cognición, los AE facilitan la formación de 

mapas espaciales y la habilidad para detectar novedades (Bose et al., 2010; 

Sztainberg y Chen, 2010); algo que también se favorece bajo condiciones de 

enriquecimiento natural (Landers et al., 2011). Los AE pueden tener variaciones 

que permiten asociar componentes sociales y físicos; esto permite estudiar la 

participación de áreas cerebrales como la corteza motora, somatosensorial, visual 

e hipocampal principalmente. Los AE fueron empleados por primera vez en pollos 

y posteriormente en ratones (Rosenzweig et al., 1962; Peña, 2007), en los cuales 

se observaron cambios en la anatomía cerebral, morfología neuronal, en la 

neurotransmisión  y ejecución de tareas (Krech et al., 1960; Diamond et al., 1964). 

Los roedores expuestos a AE aumentan la expresión de genes implicados en la 

estructura neuronal, señalización y plasticidad sináptica, así como procesos de 

memoria (Rampon et al., 2000; Numakawa et al., 2004; Nithianantharajah y 

Hannan, 2006). 
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Figura 5. Modelo de Ambientes Enriquecidos (AE). En la fotografía se muestra una caja para AE 
que incluye objetos coloridos, con formas variadas y de texturas diversas, esto favorece la 
socialización con otros individuos y estimulan la plasticidad en diferentes regiones del cerebro. 

 

Ambientes Enriquecidos (AE) y la morfología neuronal 

Como se mencionó anteriormente, los AE promueven cambios en la morfología 

neuronal. Los roedores expuestos a AE presentan árboles dendríticos más 

complejos (Moser et al., 1994; Sutherland et al., 2010; Hirase y Shinohara, 2014) e 

incremento en la densidad de las espinas dendríticas en áreas corticales e 

hipocampales (Gelfo et al., 2009); así como aumento en el número de sinapsis y 

botones multisinápticos (Landers et al., 2011).  

A nivel molecular, los AE favorecen el incremento en la expresión de proteínas 

presinápticas y postsinápticas como la sinaptofisina y PSD95 respectivamente 

(Nithianantharajah et al., 2004; Lambert et al., 2005; Nithianantharajah y Hannan 

2006), así como de factores neurotróficos como el Factor Neurotrófico Derivado de 

Cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (Nithianantharajah y Hannan 2006; 

Anomal et al., 2013), o el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF por sus siglas en 
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inglés) (Torasdotter et al., 1998; Hirase y Shinohara, 2014). Por otro lado los AE 

activan genes involucrados en cambios de la morfología neuronal y espinogénesis 

(Hirase y Shinohara, 2014). Los AE también modifican la forma y número de las 

células gliales, así como la secreción de moléculas necesarias para la 

comunicación celular y sinaptogénesis (Sampedro-Piquero et al., 2014), sugiriendo 

que los AE estimulan diversos mecanismos implicados en la plasticidad cerebral. 

 
Ambientes Enriquecidos y enfermedad 

Diversos estudios demostraron que los AE tienen un efecto benéfico en modelos 

de trauma encefálico, isquemia cerebral, enfermedades neurodegenerativas y 

desórdenes del neurodesarrollo (van Praag et al., 2000; Nithianantharajah y 

Hannan, 2006; Bindu et al., 2007; Hutchinson et al., 2012). Por ejemplo, en 

ratones que fueron sometidos a isquemia cerebral y posteriormente insertados en 

AE, se observó mejoría en funciones motoras y cognitivas en comparación con 

sus controles (Johansson y Belichenko 2002; Nithianantharajah y Hannan, 2006). 

En ratones Ts65Dn utilizados como un modelo de síndrome de Down, se encontró 

que bajo condiciones de enriquecimiento presentan aumento en el número de 

espinas dendríticas y modificación en la morfología de las mismas en comparación 

con los controles del mismo modelo (van Praag et al., 2000). Resultados similares 

se observaron en modelos animales de varias patologías como: la enfermedad de 

Alzheimer (Arendash et al., 2004), la enfermedad de Parkinson (Jadavji et al., 

2006) o el síndrome X frágil (Restivo et al., 2005). En modelos de estrés bajo 

condiciones de enriquecimiento, se observó que el aumento en el número de 

espinas dendríticas correlaciona con el incremento en los receptores para 

glucocorticoides (Sampedro-Piquero et al., 2014). Los AE pueden representar, por 

tanto, una analogía de lo que sucedería en las terapias de estimulación temprana 

o de rehabilitación neurológica en humanos. 
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Hipocampo y Ambientes Enriquecidos 
El hipocampo es una estructura fundamental para el aprendizaje y la memoria, la 

orientación espacial, el procesamiento del miedo, el comportamiento social y la 

plasticidad cerebral, entre otras funciones cognitivas (Ahmed y Mehta, 2009). El 

hipocampo es localizado en la porción dorsomedial y ventrolateral del cerebro e 

histológicamente está constituido por Cornu Ammonis o Cuerno de Ammon (CA), 

una tira de neuronas piramidales, y el Giro Dentado (DG), formado por células 

granulares. A su vez el CA está subdividido en tres regiones: CA1, CA2 y CA3 

(Ahmed y Mehta, 2009). Cada una de las regiones hipocampales tiene una 

anatomía y fisiológica con características particulares que podrían deberse a la 

expresión diferencial de genes  (Lein et al., 2004; 2005;  Amaral et al., 2007; 

Thompson et al., 2008, Kohara et al., 2014).  Esta especialización celular puede 

estar asociada a la funcionalidad particular de cada una de las regiones 

hipocampales, por ejemplo, la regiones CA1 y CA3 están implicadas en procesos 

de memoria espacial (Moser et al., 1994), en tanto que la región CA2 se le asocia 

a funciones relacionadas con la sociabilización (Hitti y Siegelbaum, 2014; 

Alexander et al., 2016; Dudek et al., 2016). El GD es una zona con actividad 

neurogénica aún en la edad adulta (Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 1998; 

Amaral et al., 2007; Parent, 2007; Mongiat y Schinder 2011), la cual se favorece 

con el ejercicio físico (Redila y Christie, 2006; Pereira et al., 2007). El GD puede 

estar implicado funciones de reconocimiento espacial (Kesner et al., 2015). El 

hipocampo se comunica con otras estructuras cerebrales, como la corteza 

entorrinal y el hipotálamo a través de vías aferentes y eferentes (Chevaleyre y 

Siegelbaum, 2010; Caruana et al., 2012; Cui et al., 2013; Kohara et al., 2014).  

En los últimos años diversos trabajos han demostrado que el hipocampo es una 

estructura sensible a los AE. Bajo estas condiciones se pueden observar cambios 

en la expresión de genes y en la secreción de factores neurotróficos (Birch et al., 

2013; Hirase, 2014), activación de la neurogénesis (Kempermann, 1998; Tashiro et 

al., 2007; Mongiat y Schinder, 2011; Birch et al., 2013; Garthe et al., 2013;) y 

facilitación de LTP (Eckert y Abraham, 2013; Duffy et al., 2001; Malik y Chattarji, 

2012). La inserción de roedores en condiciones de enriquecimiento genera 
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cambios morfológicos en neuronas hipocampales (Darmopil et al., 2009; Eckert y 

Abraham, 2013; Faherty et al., 2003) y un incremento en la densidad de espinas 

dendríticas tanto en segmentos basales (Moser, 1994) como apicales (Malik y 

Chattarji, 2012). Los AE pueden revertir los déficit neurológicos y conductuales 

que se observan en modelos de daño hipocampal (Bindu et al., 2007), así como 

en modelos de envejecimiento (Kempermann et al., 2002; Mora et al., 2007). Estos 

trabajos en su conjunto sugieren que el hipocampo es una estructura altamente 

sensible a los procesos de plasticidad cerebral dependientes de la experiencia.   

  

JUSTIFICACIÓN 

Las espinas dendríticas son los principales sitios de contacto sináptico excitatorio 

en el cerebro. Por su alta movilidad, las espinas juegan un papel importante en la 

plasticidad sináptica; sin embargo, los mecanismos celulares implicados en este 

proceso no se conocen completamente. La TSP-1 es una proteína implicada en el 

desarrollo y mantenimiento de las espinas dendríticas (García et al., 2010), así 

como en el establecimiento de las sinapsis (Christopherson et al., 2005; García et 

al., 2010; Xu et al., 2010; Risher y Eroglu, 2012). La ausencia de TSP-1 afecta la 

recuperación funcional en roedores expuestos a isquemia cerebral (Liauw et al., 

2008) y favorece la hiperexcitabilidad en modelos de epilepsia, lo que sugiere un 

papel importante en la plasticidad sináptica. Los ambientes enriquecidos son 

modelos de hábitat que implican la activación de diversas áreas cerebrales y 

favorecen la plasticidad cerebral a través de la formación de espinas dendríticas y 

sinapsis (Faherty et al., 2003; Gelfo et al., 2009; Hirase y Shinohara, 2014); sin 

embargo, la relación entre TSP-1, espinas dendríticas y plasticidad cerebral no se 

ha establecido totalmente, por lo que este trabajo buscó establecer si la TSP-1 

participa en la formación de espinas dendríticas inducida por un modelo de 

plasticidad cerebral dependiente de la experiencia como son los ambientes 

enriquecidos. 
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Un mejor entendimiento de la participación de la TSP-1 en procesos de plasticidad 

sináptica ayudaría a conocer los mecanismos celulares implicados en la dinámica 

de las espinas dendríticas en condiciones fisiológicas o patológicas, lo que daría la 

posibilidad de crear estrategias terapéuticas o de neurorehabilitación para diverso 

padecimientos que impliquen patología de las espinas dendríticas. 

 

HIPOTESIS 

Los ratones que expresan TSP-1 y son expuestos a Ambientes Enriquecidos (AE)  

presentarán cambios en la anatomía neuronal así como en la morfología y 

densidad de las espinas dendríticas de las neuronas de proyección del 

hipocampo. Los ratones que carecen de TSP-1 y que son sometidos a los AE no 

tendrán cambios en la anatomía de las neuronas, ni en la morfología y densidad 

de las espinas dendríticas. 

 

OBJETIVOS 
General: 

Conocer si la formación de espinas dendríticas en hipocampo de roedores 

expuestos a ambientes enriquecidos es dependiente de TSP-1. 

Específicos: 

1. Analizar los cambios morfológicos que se producen en las neuronas y espinas 

dendríticas de ratones expuestos a ambientes enriquecidos. 

2. Determinar si en ratones deficientes de TSP-1 expuestos a ambientes 

enriquecidos se altera la morfología de la neurona y la densidad de las espinas 

dendríticas. 

3. Establecer si los niveles de TSP-1 se incrementan en hipocampo de ratones 

sometidos a ambientes enriquecidos. 
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4. Analizar si existen cambios regionales en la expresión de TSP-1 en hipocampo 

de ratones sometidos a ambientes enriquecidos. 

5. Comprobar si los niveles de TSP-1 correlacionan con el incremento de las 

espinas dendríticas.  

6. Analizar si existen cambios en la morfología de las espinas asociados a TSP-1. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 
Ratones silvestres C57BL/6J (Wt) y ratones knock-out de TSP-1 (KO TSP-1) (The 

Jackson Laboratory), de cuatro semanas de edad se utilizaron durante toda la fase 

experimental. Los ratones fueron expuestos a ambientes no enriquecidos (ANE o 

grupo control) y a ambientes enriquecidos (AE o grupo experimental). Durante 

todo el proceso experimental los ratones fueron mantenidos a una temperatura de 

20 ± 2 ºC, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (7:00 am a 7:00 pm), con 

alimento en pellet y agua ad libitum, todo el protocolo se realizó durante la fase de 

luz. El mantenimiento, manipulación y cuidado de los ratones siguieron las reglas 

establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999. El uso de los 

animales y el desarrollo experimental fue aprobado por el Comité de Ética de la 

Facultad de Psicología de la UNAM (FPSI/DIP/CE/07/2015). 

 

Ambientes enriquecidos 
Ratones Wt y ratones KO TSP-1 fueron destetados a los 21 días de edad y 

criados bajo condiciones de ANE y de AE durante 5 semanas. Para los ANE (un 

ratón en cada caja) fueron puestos en cajas de acrílico con las siguientes 

medidas: 16x28x13cm. Para los AE (3 ratones en cada caja) fueron puestos en 

cajas de acrílico de: 55cmx25cmx15cm, equipadas con una rueda para correr, 

juguetes de diferentes formas, color y texturas diversas, además de mangueras de 

PVC que simulaban túneles y pendientes. Los objetos fueron modificados en 
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estructura y posición dentro de la caja tres veces por semana (lunes, miércoles y 

viernes) a la misma hora (10 a.m.) previo aseo de las cajas y objetos. Los 

experimentos fueron cuadruplicados con ratones diferentes (Wt, n=24; TSP-1 KO, 

n=24). Este modelo de AE para ratones ha sido validado previamente (Sztainberg 

y Chen, 2010).  

Después del periodo experimental los animales fueron sacrificados y sus cerebros 

procesados para la impregnación de Golgi y cuantificación de los niveles de TSP-

1. 

Impregnación de Golgi 
La impregnación de Golgi es una técnica histológica, basada en la impregnación 

argéntica que tiñe preferentemente y de manera aleatoria a las neuronas. La 

sedimentación de las sales de plata utilizadas en esta técnica permite identificar la 

morfología de la superficie neuronal, haciendo visibles a las espinas dendríticas 

(Melendez-Ferro et al., 2009; Levine et al., 2013; Mancuso et al., 2013). 

Para la realización de la impregnación de Golgi, los ratones fueron sacrificados 

con una sobredosis de pentobarbital sódico (˃ 80mg/kg, i.p.) (Pet´sPharma USA), 

perfundidos vía cardíaca con solución salina al 0.9% y fijados con PFA/PBS 4% 

(Paraformaldehído 4% con un Buffer de Fosfatos 0.1M, pH 7.4, Sigma). Los 

cerebros fueron removidos y fijados nuevamente con PFA/PBS 4% por 12 horas 

para ser procesados por el método de Golgi (Avila-Costa et al., 2006). Bloques de 

3-4 mm se fijaron en una solución de Golgi conformada por dicromato de potasio 

al 3% (Electron Microscopy Science) y tetraóxido de osmio al 0.3% (Electron 

Microscopy Science, USA), en la cual permanecieron por 7 días a temperatura 

ambiente y en completa obscuridad. Después de este periodo los bloques de 

cerebro se cambiaron a una solución de nitrato de plata al 0.75% (Electron 

Microscopy Science, USA) por 24 horas para su impregnación. Los cerebros 

fueron encastrados en parafina y cortados coronalmente en rebanadas de 90 µm 

de grosor con un microtomo semiautomático (American Optical Company). Las 

rebanadas fueron deshidratadas con alcohol absoluto (J.T. Backer, México) por 10 

minutos (2 veces) y aclaradas con esencia de clavo (Cosmopolitan, México), 
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durante 10 minutos seguido de la inmersión en xilol (Hycel, México) por 10 

minutos adicionales. Las rebanadas procesadas se montaron en portaobjetos y 

fueron recubiertos con Entellan (Merck Millipore, USA). Una vez montado, el tejido 

se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 días para su posterior análisis. Las 

preparaciones de los grupos experimentales fueron equivalentes y equidistantes a 

los grupos control. 

 

Análisis de Sholl para la morfología neuronal 
Las características morfológicas de las neuronas y el análisis cuantitativo de la 

arborización dendrítica se realizó a través de un análisis semiautomatizado de tipo 

Sholl a doble ciego (Kutzing et al., 2010; Langhammer et al., 2010). Para lo cual se 

analizaron al menos 10 neuronas de manera aleatorizada y por cada ratón en las 

subregiones CA1, CA2, CA3 y GD del hipocampo dorso-ventral y medial (bregma: 

-1.82). Si bien se privilegió a neuronas del stratum radiatum, la selección de las 

mismas se realizó en todas las capas del hipocampo tomando como límites de las 

subregiones hipocampales propuestas por Lein y colaboradores (Lein et al., 2004). 

Sólo las neuronas que mostraron una impregnación completa del árbol dendrítico, 

que se encontraran relativamente aisladas de las neuronas vecinas y que no 

cruzaron con dendritas de otras neuronas fueron seleccionadas para el análisis. 

Una vez seleccionadas las neuronas se capturaron diversas imágenes con una 

cámara digital (Euromex microscopes, Holanda) conectada a un microscopio 

óptico (US MICROS IV, Holanda) con un objetivo 40x.  

Las imágenes se capturaron en serie (Z-stack), con espacio entre cada sección de 

 0.5 µm, 10 imágenes en formato Z-stacks fueron tomadas de cada grupo y 

procesadas en una resolución 2560 x 1920 pixeles con el programa ImagenFocus 

v3.0. Todas las imágenes fueron calibradas a 100 µm / 859 pixeles e importadas al 

programa libre ImageJ/fiji (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institute of 

Health, Bethesda, MD, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997–2014), convertidas al 

formato de mapa de 8 bits y procesadas con diferentes herramientas (plugins) de 

este programa. Mediante el plugin Z Project las imágenes capturadas en Z-stacks 
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fueron acopladas para tener una mejor definición de la morfología neuronal, la 

imagen final fue guardada con formato Tiff e importada al plugin NeuroImageJ. 

Este plugin permite tener información acerca de la posición de segmentos de 

dendritas en un espacio relativo del resto de la célula y realizar un modelado de la 

arborización neuronal. Las coordenadas obtenidas fueron transferidas al programa 

Bonfire de Matlab (Mathworks, versión 8.5.0, R2015a), el análisis de las 

coordenadas permitió generar imágenes en formato SWC, que fueron importadas 

al programa NeuronStudio. Las imágenes procesadas en NeuronStudio 

permitieron hacer correcciones y definir información estructural acerca de la 

conectividad entre neuritas para tener una descripción completa del árbol 

dendrítico y los diferentes tipos de arborizaciones. Con los datos obtenidos, se 

realizó un nuevo análisis en el programa Bonfire de Matlab que permitió conocer el 

número de dendritas primarias, número de dendritas secundarias, ramificaciones, 

número de racimos dendríticos por célula y número de terminales neuríticas 

(Figura 6A y B).  
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Figura 6. Análisis de Sholl para la morfología neuronal. A) La imagen muestra los círculos 
concéntricos generados a partir del soma, cada círculo permite el análisis de los segmentos 
dendríticos, longitudes e intersecciones de las ramificaciones. La distancia entre cada círculo es de 
3 μm. B) La imagen muestra el resultado del análisis semiautomatizado de sholl (B1). Se aprecian 
los puntos de ramificaciones dendríticas primarias, secundarias o terciarias asignadas como Raíz 
(R), Intermedia (I) y Terminal (T) respectivamente obtenidos de la dendrita (B2); el número de 
círculos depende del número de ramificaciones y el largo de la neurona (B3). Las gráficas 
representan el número de ramificaciones que se obtienen en cada una de las intersecciones de los 
círculos concéntricos (B4). Modificado de (Langhammer et al., 2010). 

 

Análisis cuantitativo de espinas dendríticas 
La estimación del número de espinas dendríticas se realizó a través de un método 

a doble ciego y semiautomatizado desarrollado por Orlowski y Bjarkam (2012), 

tomando en cuenta los siguientes criterios: a) selección de una dendrita lo más 

recta posible; b) se consideró espina a cualquier protuberancia que emanara de 

esa dendrita; c) se seleccionó la dendrita que presentara espinas con mayor 

nitidez y d) la cuantificación de las espinas se normalizó en fragmentos de 50 µm a 

partir del soma (Figura 7). Las dendritas seleccionadas se tomaron de neuronas 

de las regiones CA1, CA2, CA3 y GD del hipocampo dorso-ventral y medial del 

stratum radiatum con la intención de realizar un comparativo entre cada región. 
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Una vez seleccionadas las dendritas, 60 imágenes en serie (Z-stacks) con un 

espacio de 0.5 µm entre sección y sección fueron tomadas de cada grupo y 

procesadas en una resolución 2560 x 1920 pixeles con el programa ImagenFocus 

v3.0. Las imágenes fueron calibradas a 100 µm/2209 pixeles y ordenadas en 

grupos de 10 secciones. Las imágenes en Z-stack fueron importadas al programa 

ImageJ para elaborar una imagen digitalizada de la región de interés (ROI, por sus 

siglas en inglés); conteniendo el fragmento de dendrita que fue seleccionado en 

cada fotografía (Figura 7A), las partes remanentes de la fotografía fueron 

borrados.  Un primer conteo manual del número de espinas fue realizado sobre 

esta imagen (Figura 7B), posteriormente se realizó un análisis semiautomatizado 

para corroborar el número de espinas, para lo cual las imágenes fueron 

binarizadas con al programa ImageJ (Figura 7C), con la intención de obtener una 

imagen blanco y negro sobre la cual se procedió a generar una 

“esqueletonización” de la fotografía binaria (Figura 7D). La “esqueletonización” es 

un método implementado en el programa ImageJ basado en la eliminación de 

algoritmos (Orlowski, et al., 2012), que remueve los pixeles de los bordes del 

objeto en una imagen binaria hasta reducirlos a formas de un sólo pixel de ancho 

(topología del esqueleto) permitiendo identificar las protuberancias reales que 

emergen de la dendrita (Figura 7D), las imágenes obtenidas fueron posteriormente 

corregidas (Figura 7E y F) para realizar un análisis cuantitativo del esqueleto 

mediante el plugin Analyzeskeleton. Esta segunda “esqueletonización” permite 

descartar irregularidades de la superficie de la dendrita que podrían dar una 

estimación errónea en el número de espinas; finalmente se corroboraron 

protuberancias, las cuales fueron consideradas espinas dendríticas.    
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Figura 7. Imagen de neurona que sirve para ejemplificar el método semiautomatizado para la 
estimación de espinas dendríticas. A) Localización de la región de interés, B) Fragmento de 
dendrita analizado, C) réplica binaria del fragmento obtenido en B, D) esqueleto calculado de la 
imagen binaria, E) puntos terminales del esqueleto, F) imagen sobrepuesta del esqueleto y los 
puntos terminales. Escala de barra = 10 μm.  

 

Clasificación de espinas dendríticas 
La clasificación de las espinas dendríticas se realizó a través del método 

propuesto por Risher et al., (2014), con pequeñas modificaciones. El método 

permite identificar la morfología de las espinas dendríticas en células impregnadas 

con Golgi convencional. Las imágenes capturadas para la cuantificación de las 

espinas  fueron empleadas para la clasificación de las espinas. Brevemente, la 
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imagen final Z-stack procesada en Z project, se convirtió a un formato RGB color y 

se guardó como una secuencia de imágenes. Posteriormente se empleó el 

software libre RECONSTRUCT (http://synapses.clm.utexas.edu) para elaborar un 

trazado ininterrumpido sobre la dendrita, de 10 µm de longitud. Con las espinas 

dendríticas visualizadas en este segmento, se realizó una  medición del diámetro 

de la cabeza y la longitud del cuello de la espina, que permitió la clasificación de 

las espinas con los siguientes criterios: “filipodia”, longitud de cuello >2 µm, 

“delgada-larga” longitud de cuello >1µm pero ˂2µm, “delgada” longitud de cuello 

˂1µm, “hongo” cabeza con un diámetro >0.6 µm y “redondeada” para una ratio 

cabeza/cuello ≤1µm (Figura 8). Un aproximado de 85 espinas dendríticas por 

grupo fueron utilizadas para el análisis morfológico. 

 

 

Figura 8. Identificación de espinas dendríticas. A) Esquema de los tipos de espina comúnmente 
encontrados, de acuerdo a la longitud de su cuello (L), diámetro de su cuello (Dc) y diámetro de la 
cabeza (Dca) B); C) Ejemplo de espina en forma de filipodia (F), hongo (H), redondeada (R), 
delgada (D) y delgada larga (Dl) encontradas en este trabajo. 
 

Determinación de TSP-1 
Los niveles de TSP-1 fueron determinados a partir de las regiones CA1, CA2/CA3  

y GD del hipocampo en tejido fresco y siguiendo el lineamiento de los cortes 

sugerido por Sultan y colaboradores (2013), para los 3 grupos de ratones 

expuestos a ANE y 3 grupos de ratones expuestos a AE. Brevemente, los cerebros 

fueron homogenizados por separado en un buffer RIPA por medio de un 

homogeneizador Ultra-Turrax (Ika Works) y centrifugados a 14000 rpm por 30 

minutos a 4°C para separar la fracción soluble. Los niveles de TSP-1 fueron 

http://synapses.clm.utexas.edu/
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determinados inmediatamente por un inmunoensayo de ELISA (R&D system), 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Los niveles de TSP-1 fueron obtenidos 

a partir de una curva estándar de concentraciones conocidas de TSP-1 y los 

resultados fueron expresados como ng/ml (García et al., 2010). 

Análisis estadístico 
Todo el análisis estadístico fue realizado con el programa IBM SPSS (versión 

22.0).  Una prueba de “t” no pareada fue usada para todas las comparaciones 

entre grupos. La normalización de los datos se realizó mediante las pruebas 

Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Cuando nuestras muestras no cumplían 

criterios de normalidad, se utilizó U de Mann-Whitney. La comparación entre los 

tipos de espinas se realizó mediante ANOVA multivariada. Los resultados se 

expresaron en promedios ± error estándar, un valor de p ≤ 0.05 fue considerado 

para indicar la significancia estadística. 
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RESULTADOS 

Los Ambientes Enriquecidos modifican la morfología dendrítica 

El análisis cualitativo de la tinción de Golgi en cerebros de ratones Wt y KO TSP-1 

demostró que las células mantenían un excelente estado de impregnación con 

somas bien definidos y dendritas basales y apicales cubiertas por espinas 

dendríticas (Figura 9), en el hipocampo. Con el fin de determinar si los AE 

modificaban la morfología neuronal como previamente se ha reportado (Faherty et 

al., 2003; Hirase y Shinohara, 2014), se realizó un análisis de Sholl para 

cuantificar cambios en la arborización dendrítica en neuronas hipocampales (Bose 

et al., 2010; Gensel et al., 2010; Kutzing et al., 2010; Langhammer et al., 2010; 

Binley et al., 2014).   

 

          

Figura 9. Impregnación de Golgi en neuronas piramidales del hipocampo (CA2/3). En el panel 
superior se muestra la morfología neuronal de ratones Wild type (Wt) y ratones deficientes de TSP-
1 (KO TS-1). En el panel inferior se muestra una magnificación de la dendrita con diferentes 
espinas. Escala de la barra en panel superior = 100 μm y  panel inferior = 10 μm. 
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Nuestros resultados muestran que las neuronas hipocampales de ratones Wt 

expuestos a AE no presentaron cambios significativos en su morfología general de 

las neuronas con respecto a los ratones mantenidos en condiciones no 

enriquecidas (Figura 10 A). El análisis semiautomatizado de Sholl confirmó que el 

número de ramificaciones dendríticas permanece sin cambio entre ambos grupos 

(Figura 10 B). Tampoco se observaron cambios significativos en las dendritas 

primarias, secundarias y terciarias (Figura 10 D) así como en los puntos terminales 

de las dendritas (Figura 10 C). Sin embargo, se observó que los AE producen 

disminución significativa en la longitud de las ramificaciones dendríticas (U de 

Mann-Whitney, p= 0.023) (Figura 11A); particularmente en las dendritas 

secundarias y terciarias comparados con las dendritas de los ANE (Figura 11 B). 
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Figura 10. Los AE no modifican las arborizaciones dendríticas. (A) Morfología general de las 
neuronas de ratones expuestos a ANE y AE. Análisis de Sholl utilizado para cuantificar cambios en 
el número de ramificaciones dendríticas (B), puntos terminales de la dendrita (C) y tipo de dendrita 
(D). Los datos son expresados como el promedio ± error  estandar. * p < 0.05. Escala de la barra = 
100 μm.  
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Figura 11. Los AE modifican la longitud de las ramificaciones dendríticas. El análisis de Sholl 
muestra una disminución en la longitud de las ramificaciones dendríticas (A), el cual puede 
observarse principalmente en la porción secundaria y terciaria de la neurona (B). Las barras 
representan el promedio ± error  estándar. * p < 0.05. 
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Para conocer si los AE incrementaban la complejidad de las dendritas en cada 

neurona se realizó un análisis de Sholl. La complejidad fue considerada como el 

número de intersecciones dendríticas a lo largo de las dendritas a partir del centro 

del soma (Binley et al., 2014). Nuestros resultados muestran que los AE 

incrementan de manera significativa (p ˂ 0.05, U de Mann-Whitney, n = 10) el 

número de intersecciones en las dendritas entre los 25 y 50 μm de longitud 

comparado con los ANE (Figura 12). Este resultado también se observó en los 

segmentos secundarios y terciarios de las dendritas. 

 

 

Figura 12. Los AE incrementan la complejidad de las arborizaciones dendríticas. A) Imagen 
representativa de una intersección definida como el número de veces que una dendrita intersecta 
con un círculo concéntrico. B) Análisis de la complejidad de la neurona a partir del número de 
intersecciones promedio (10 neuronas) en 3 ratones Wt del grupo experimental y grupo control. Los 
datos representan el promedio ± error estándar. * p < 0.05. 

 
 

Los AE incrementan la densidad de espinas dendríticas 

El análisis del número de espinas dendríticas se realizó en ratones Wt sometidos a 

AE y ANE. Los resultados mostraron un incremento significativo en el número 

espinas dendríticas de las neuronas del hipocampo de los ratones sometidos a AE 
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(Figura 13 A). Este incremento se observó tanto en las dendritas basales como en 

las dendritas apicales (AE 15.21 ± 0.83; ANE 11.05 ± 0.60 espinas/50 µm; p ˂ 

0.05, p = 0.001, n=60) (Figura 13B). 

Un análisis comparativo de las regiones hipocampales demostró que los AE 

incrementan el número de espinas dendríticas de manera diferencial (CA1: ANE, 

11.0 ± 2.9, n=10, AE, 13.8 ± 6.1 espinas/50µm, n=20; CA2/CA3: ANE, 11.0 ± 4.0, 

n=10, AE 16.8 ± 7.3 espinas/50µm, n=20); Sin embargo, solamente en la región 

CA2/CA3 tuvieron un incremento estadísticamente significativo (U de Mann-

Whitney, p=0.042) en el número de espinas dendríticas (Figura 14 A). De manera 

interesante se observó que los AE no modifican significativamente el número de 

espinas dendríticas en el GD (ANE, 13.6 ± 3.9 espinas/50µm, n=20; AE, 10.3 ± 4.3 

espinas/50µm, n=10, U de Mann-Whitney, p=0.48). 

 

Los Ambientes Enriquecidos producen un incremento en los niveles de TSP-
1 en el hipocampo 

Con el fin de establecer si la formación de espinas dendríticas inducida por los AE 

es dependiente de TSP-1, se cuantificó la concentración de TSP-1 en cerebros de 

ratones expuestos a ANE (n=9) y AE (n=12). Los resultados mostraron que cuando 

los ratones son sometidos a condiciones de enriquecimiento, se presenta un leve 

incremento en los niveles de TSP-1 en el hipocampo (ANE, 11.4 ± 0.6 ng/ml, AE, 

12.7 ± 0.6 ng/ml; U de Mann-Whitney p= 0.004) (Figura 13 C). Con el fin de 

determinar si este incremento era selectivo para cada una de las regiones 

hipocampales se realizó una disección precisa de las regiones CA1, CA2/CA3 y 

GD (Sultan et al., 2013), y se midieron los niveles de TSP-1. Los resultados 

mostraron un aumento significativo de los niveles de TSP-1 en la región CA2/CA3 

(p=0.020) así como en el GD (p=0.020) cuando los ratones fueron sometidos a AE 

(CA1: ANE, 11.4 ng/ml, AE, 11.9 ng/ml; CA2/CA3 ANE, 10.7 ng/ml, AE, 12.6 ng/ml; 

GD ANE 12,2 ng/ml; AE, 13.5 ng/ml) (Figura 14 B). 
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Figura 13. Los AE incrementan la formación de espinas dendríticas y la concentración de TSP-1. 
A) Segmento de dendritas con espinas de ratones expuestos a ANE y AE; B) Cuantificación de 
espinas dendríticas bajo las mismas condiciones. C) Concentración de TSP-1 en el hipocampo. 
Los datos representan el promedio ± error estándar. * p < 0.05. Escala de la barra = 10 µm.   

  

 

Figura 14. Los AE inducen un incremento selectivo de espinas dendríticas en el hipocampo 
dependiente de TSP-1. (A) Aumento significativo del número de espinas dendríticas en CA2/3 (p ˂ 
0.05) y de los niveles de TSP-1 (B) en las regiones hipocampales CA2/3 y GD. Los datos 
representan el promedio ± el error estándar.* p < 0.05. 
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La morfología neuronal se modifica en ratones KO TSP-1 

Con el fin de conocer si la TSP-1 tiene un papel determinante en la formación de 

espinas dendríticas en las neuronas hipocampales, los ratones KO TSP-1 fueron 

sometidos a condiciones de enriquecimiento y a condiciones estándar. Primero se 

analizó si los AE producían cambios en la morfología neuronal de ratones KO 

TSP-1 (Figura 15). Bajo estas condiciones las neuronas presentaron menor 

ramificación dendrítica. El análisis de Sholl demostró que los ratones KO TSP-1 

muestran una disminución significativa (p = 0.03) en el número de ramificaciones 

comparado con ratones Wt (n=10, KO TSP-1: 3.0 ± 1.5; Wt: 6.7 ± 2.9). La 

exposición de los ratones KO TSP-1 a AE no modificó este resultado (n=10, KO 

TSP-1: 1.7 ± 0.4; Wt: 6.7 ± 2.7, p=0.02) (Figura 16A). Adicionalmente, se observó 

que los ratones KO TSP-1 presentaron una longitud mayor de la arborización 

dendrítica que la observada en ratones Wt (n=10, KO TSP-1: 92.4 ± 19.5; Wt: 55.3 

± 17.5). La longitud de las ramificaciones no se modificó cuando los ratones fueron 

sometidos a AE (n=10, KO TSP-1: 77.3 ± 21.9; Wt: 41.9 ± 11.0, p=0.002) (Figura 

16B). 

 

 

Figura 15. Neuronas hipocampales de ratones KO TSP-1 sometidos a AE y ANE. La fotografía no 
muestra cambios significativos en la arborización ni en la longitud de las ramificaciones. Escala de 
la barra correspondiente a 100 µm. 
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Figura 16. Los ratones KO TSP-1 muestran reducciones significativas (* p ˂ 0.05) en el número y 
longitud de las ramificaciones dendríticas, figuras A y B, tanto en Ambientes no Enriquecidos (ANE) 
como en Ambientes Enriquecidos (AE). Los datos representan el promedio ± error estándar.   

 

En el mismo análisis de Sholl se observó que las neuronas de los ratones KO 

TSP-1 presentan menos intersecciones, lo que sugiere menor complejidad con 

respecto a las neuronas de los ratones Wt (Figura 17). Cuando ambos grupos son 

sometidos a AE los ratones Wt incrementan el número de intersecciones mientras 

que los ratones KO TSP-1 muestran un leve decremento, entre los 20-50 μm del 

largo de la dendrita. La disminución es significativa a partir de los 80 μm del largo 

de la dendrita (Figura 17, Figura 18), lo que sugiere que la TSP-1 es necesaria en 

la plasticidad neuronal.  
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Figura 17. La gráfica muestra la complejidad neuronal de ratones Wt y KO TSP-1 sometida a ANE 
y AE. La TSP-1 es necesaria para estimular la complejidad neuronal. Los ratones Wt después de 
ser sometidos a AE muestran incremento en el número de intersecciones, los ratones KO TSP-1 
muestran menor complejidad la cual no se revierte después de ser sometidos a AE.  
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Figura 18. Los AE no incrementan la complejidad neuronal en ratones KO TSP-1. El número de 
intersecciones no se modifica de manera significativa a lo largo de la distancia radial de la neurona 
aún después de que los ratones KO TSP-1 son expuestos a AE. Los datos representan el 
promedio ± el error  estándar. 

 

 
Los AE no incrementan la densidad de espinas dendríticas en ratones KO 
TSP-1 

Dado que la morfología general de la neurona se ve afectada en los ratones KO 

TSP-1 bajo condiciones de AE y ANE, se investigó si los cambios observados en 

las ramificaciones dendríticas se extienden a las espinas dendríticas. Nuestros 

resultados muestran que los ratones KO TSP-1 expuestos a ANE tienen el mismo 

número de espinas dendríticas que los ratones Wt (KO TSP-1: n=29, 11.6 ± 3.3 

espinas/50μm; Wt: n=29, 10.2 ± 1.0 espinas/50μm, p=0.082). Cuando los ratones 

KO TSP-1 son sometidos a AE se observa un pequeño incremento en la densidad 
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de espinas dendríticas (KO TSP-1: n=27, 13.1 ± 3.3 espinas/50μm; Wt: n=27, 12.8 

± 4.3 espinas/50μm); sin embargo, este aumento no fue estadísticamente 

significativo, lo que sugiere que la TSP-1 es necesaria para la formación de 

espinas dendríticas (Figura 19). 

 

La densidad de espinas dendríticas se ve disminuida en ratones carentes de 
TSP-1 en las porciones distales de la dendrita 

Debido a que el número de espinas se incrementa conforme la dendrita se aleja 

del soma hasta llegar a los puntos terminales (Marin-Padilla, 1967; Elston y 

DeFelipe, 2002), se realizó un análisis para determinar si el número de espinas 

dendríticas cambiaba a partir del punto terminal. Para lo cual nosotros tomamos 

las ramificaciones apicales y partiendo de sus puntos terminales realizamos una 

medición de 50 μm de distancia y cuantificamos el número de espinas dendríticas. 

Nuestros resultados mostraron que bajo condiciones de ANE, los ratones KO TSP-

1 presentan una disminución en la densidad de espinas dendríticas con respecto a 

los ratones Wt (KO TSP-1: n=30, 13.4 ± 2.7 espinas/50μm = 0.322 espinas/μm; 

Wt: n=30, 23.2 ± 3.7 espinas/50μm = 0.538 espinas/μm, p=0.000). Al someterlos a 

AE los ratones KO TSP-1 presentan un leve incremento en el número de espinas; 

sin embargo, este aumento se encuentra por debajo de las condiciones control 

(KO TSP-1: n=30, 20.1 ± 2.9 espinas/50μm = 0.46 espinas/μm; Wt: n=30, 29.6 ± 

4.6 espinas/50μm = 0.684 espinas/μm p=0.000) (Figura 20). Estos resultados 

confirman la importancia de la TSP-1 en la formación de espinas dendríticas.  

 

Los AE modifican la morfología de las espinas dendríticas 

La morfología de las espinas dendríticas puede ser modificada por la propia 

actividad neuronal y la estimulación ambiental (Nimchinsky et al., 2002). Para 

determinar si los AE podrían tener efecto sobre el tipo de espinas estandarizamos 

el método semiautomatizado propuesto por Risher et al., (2014). Nuestros 

resultados muestran que las dendritas de ratones Wt y KO TSP-1 presentan 
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espinas en forma de hongo, filipodio, delgada y delgada larga. Con este método 

no fue posible identificar espinas regordetas. Tanto ratones Wt como KO TSP-1 

presentaron predominio de espinas tipo hongo; sin embargo, los ratones KO TSP-

1 mostraron una disminución en la forma filipodio, delgada y delgada larga. Bajo 

condiciones de estimulación se observa una disminución de la forma filipodio y 

hongo y un incremento en la forma delgada. Esta disminución no es 

estadísticamente significativa. En el caso de los ratones KO TSP-1 los AE 

disminuyen las espinas tipo hongo y delgada larga, pero incrementan los filipodios 

y la forma delgada; sin embargo, estos cambios tampoco son estadísticamente 

significativos (Figura 21).  

 

Figura 19. Los AE no incrementan las espinas dendríticas en ratones KO TSP-1. A) Se muestran 
segmentos dendríticos de neuronas hipocampales de ratones KO TSP-1 bajo condiciones de ANE 
y AE. B) La gráfica muestra la cuantificación de espinas dendríticas de ratones Wt y KO TSP-1, 
sometidos a ANE y AE con una diferencia significativa en ratones Wt. Las barras representan el 
promedio ± error estándar.   
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Figura 20. Los AE incrementan el número de espinas en las partes terminales de la dendrita en 
ratones KO TSP-1. La gráfica muestra el número de espinas obtenido a lo largo de 50 μm a partir 
del punto terminal. Los datos representan el promedio ± error estándar. * p< 0.05.  

 

 

 

Figura 21. Los AE producen cambios en la morfología de las espinas dendríticas. A) Morfología de 
espinas en ratones Wt y KO TSP-1 bajo ANE y AE (B). Los datos representan el promedio ± error 
estándar. * p< 0.05.  
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DISCUSIÓN 

Existen diversas evidencias que demuestran que los AE pueden producir cambios 

en la morfología neuronal (Faherty et al. 2003; Bindu et al., 2007; Bose et al., 

2010; Hutchinson et al., 2012; Hirase y Shinohara, 2014); particularmente se han 

reportado incrementos en la longitud y complejidad de las dendritas (Sutherland et 

al., 2010; Hirase y Shinohara, 2014). Nuestros resultados muestran que los 

ratones Wt sometidos a AE no presentan cambios en el número de ramificaciones 

pero sí se observa un decremento significativo en la longitud de las dendritas 

hipocampales (Figura 10, 11). La ausencia de cambios en las ramificaciones de 

las dendritas en animales sometidos a AE ha sido reportada en la corteza frontal 

de ratas (Globus et al., 1973; Kolb et al., 2003, 2008). De esta manera, los AE 

podrían tener un efecto sobre la morfología neuronal en regiones específicas del 

cerebro (Faherty et al., 2003; Kolb et al., 2003; Gelfo et al., 2009).  

En este trabajo se reportó una disminución significativa en la longitud de las 

ramificaciones dendríticas de las neuronas del hipocampo en los ratones 

expuestos a AE, particularmente en las regiones secundarias y terciarias de las 

neuronas (Figura 11). Las dendritas son estructuras que muestran un 

remodelamiento dinámico (McAllister 2000; Kanamori et al., 2015: Stuart y 

Spruston, 2015), algunas dendritas muestran una poda a la distancia mientras que 

otras se pueden alargar, contraer o ramificar (Coleman y Riesen, 1968; Mason, et 

al., 1997; McAllister, 2000). Este remodelamiento dendrítico no solo ocurre durante 

el desarrollo neuronal, sino también en dendritas maduras bajo condiciones 

fisiológicas y patológicas, lo que sugiere su contribución en la plasticidad neuronal 

(Kulkarni y Firestein, 2012; Kanamori et al., 2015). Por ejemplo, durante el 

desarrollo del bulbo olfatorio hay una eliminación selectiva de los racimos 

dendríticos y una contracción dendrítica que permite un refinamiento de los 

circuitos neuronales (Malun y Brunjes, 1996). Las ramificaciones dendríticas 

pueden reducir su longitud en respuesta a estímulos externos e internos para 

formar sinapsis (Cline, 2001; Dailey y Smith, 1996; Niell et al., 2004). Además la 

reducción del largo y complejidad de las dendritas en neuronas hipocampales ha 



Página | 46 
 

sido reportada en asociación con el envejecimiento, hibernación, estrés y modelos 

de Diabetes Mellitus tipo I (Lolova, 1989; Watanabe et al., 1992; Magariños y 

McEwen, 2000; Magariños et al., 2006;  Beauquis et al., 2010; Hutchinson et al., 

2012; Silva-Gomez et al., 2013). Aunque los mecanismos de este proceso no se 

conocen completamente, la activación de los receptores tipo AMPA y de tipo 

metabotrópico de glutamato podrían estar implicados en la reducción de la 

longitud de las dendritas (Sirzen-Zelenskoya et al., 2006; Gugger y Kapfhammer, 

2010). La activación de este tipo de receptores se reportó en roedores expuestos 

a AE (Gagne et al., 1998; Naka et al., 2005; Nichols et al., 2007). La disminución 

en la longitud de las dendritas que se observó en el presente estudio podría estar 

asociada a la activación de los receptores glutamatérgicos, metabotrópicos y de 

tipo AMPA.  

El incremento en la complejidad de las dendritas implica en parte, el 

remodelamiento dendrítico (McAllister, 2000; Auriat et al., 2010; Nagy y Aubert, 

2015; Xiao et al., 2015). En este trabajo se analizó la complejidad de las dendritas 

cuantificando el número de intersecciones que presentaban (Binley et al., 2014). 

Nuestros resultados mostraron que los AE incrementan el número de 

intersecciones en las dendritas terciarias y secundarias, principalmente en sus 

porciones apicales, sugiriendo arborizaciones más complejas después del 

estímulo (Figura 12). El incremento en las intersecciones podría ayudar a las 

neuronas a mejorar su capacidad para recibir, integrar y codificar información de 

los patrones complejos como los que se encuentran en los AE (Tronel et al., 2010); 

tal vez para dar cabida a nuevas sinapsis, estabilizar las sinapsis existentes  y/o 

contrarrestar la sobreexcitabilidad inminente, que de otro modo sería tóxico para la 

célula (Tronel et al., 2010). Por otro lado, diversos trabajos han demostrado que 

las regiones hipocampales responden de manera diferencial a un mismo estímulo 

(Chevaleyre y Siegelbaum, 2010; Caruana et al., 2012), estas diferencias podría 

estar asociadas a la propia anatomía neuronal y los receptores particulares que se 

expresan en cada región (Kohara et al., 2014; Lein et al., 2004, 2005). La actividad 

diferencial de cada una de las regiones hipocampales podría estimular conexiones 

neuronales con diferente grado de complejidad neuronal (Kohara et al., 2014; Lein 
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et al., 2004, 2005; Simons et al., 2009; Thomson et al., 2008; Zhao et al., 2007). 

Un análisis de tipo Sholl para las subregiones hipocampales nos permitiría 

conocer si el hipocampo responde con diferentes grados complejidad cuando se 

tienen diferentes estímulos de manera simultánea como sería el caso de los AE.   

Diversos trabajos han demostrado que bajo condiciones de enriquecimiento la 

densidad de espinas dendríticas se puede incrementar de manera diferencial en 

las diversas áreas del cerebro (Faherty et al., 2003; Kolb et al., 2003; Bose et al., 

2010; Sutherland et al., 2010; Hirase y Shinohara, 2014). En el presente trabajo se 

evaluó si los AE: 1) producían cambios en la densidad de las espinas dendríticas 

en neuronas hipocampales, principalmente en sus dendritas apicales y 2) si 

existían diferencias en la densidad de espinas en cada una de las subregiones del 

hipocampo. Nuestros resultados mostraron que los AE producen un incremento en 

la densidad de espinas dendríticas (Figura 13) y que este aumento se encuentra 

principalmente en la región CA2/CA3 del hipocampo y de manera parcial en la 

región CA1 (Figura 14). De manera interesante se observó una disminución de la 

densidad de espinas dendríticas en el GD (Figura 14). El incremento en las 

espinas dendríticas en las regiones CA2/CA3, podría estar asociado a los 

diferentes estímulos que recibieron los ratones por los AE, por ejemplo, la región 

CA1 puede activarse durante procesos de localización espacial, producido por los 

cambios de objetos durante el proceso experimental (Moser et al., 1994; 1997; 

Bindu et al., 2007; Lushnikova et al., 2009; Hirase y Shinohara, 2014). Por su parte 

se sugiere que la región hipocampal CA2 no responde a los mecanismos de 

plasticidad cerebral como lo hacen CA1 y CA3  (Zhao et al., 2007; Simons et al., 

2009; Kohara et al., 2014; Dudek et al., 2016); a pesar de que se encuentra 

involucrada en los procesos de memoria social (Hitti y Siegelbaum, 2014; 

Stevenson y Caldwell, 2014). Los cambios observados en CA2 podrían estar 

involucrados con el componente social producido por los propios AE 

(Nithianantharajah y Hannan, 2006). Un análisis más profundo sobre los cambios 

en CA2 inducidos por cada uno de los componentes del enriquecimiento ambiental 

tendrían que ser evaluados. Por otro lado, los AE producen incremento en los 

potenciales postsinápticos excitatorios en la región CA2/CA3 (Foster y Dumas, 
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2001), así como en la LTP (Malik et al., 2012) y Depresión a Largo Plazo (LTD) 

(Artola et al., 2006). Los cambios en la transmisión sináptica producidos por el 

enriquecimiento ambiental podrían estar vinculados con el incremento en el 

número de sinapsis y espinas dendríticas (Duffy et al., 2001; Huang et al., 2006; 

Jung y Herms, 2012; Koleske, 2013). Bajo condiciones donde no hay 

enriquecimiento la densidad de espinas entre las regiones CA1, CA2/CA3 y GD 

son similares, como ha sido reportado en otros trabajos (Smith y Holahan, 2014). 

En nuestro estudio se observó que los AE producen una disminución significativa 

en el número de espinas en el GD, contrario a lo previamente reportado (Redila y 

Christie 2006). La actividad del GD ha sido observada cuando los roedores son 

sometidos a tareas de reconocimiento espacial (Tashiro et al., 2007), y bajo 

ejercicio voluntario (Redila y Christie, 2006; Pereira et al., 2007; Gregoire et al., 

2014), condiciones que se pueden presentar en los AE. La discrepancia entre 

nuestro estudio y los reportes previos podría deberse a los modelos animales 

utilizados y a la subregión estudiada dentro del GD (Gallitano et al., 2016). Un 

análisis entre la subregión supra piramidal o infra piramidal del GD podría 

determinar si los AE producen un aumento en el numero de espinas en le GD.  

Con el fin de determinar si los cambios observados en la morfología neuronal 

producida por lo AE eran dependientes de  TSP-1, se cuantificaron los niveles de 

TSP-1 en el hipocampo de ratones sometidos a AE (Figura 13, 14). Los resultados 

mostraron que los AE incrementaron los niveles de TSP-1 en CA2/CA3 y GD, esto 

se encuentra asociado con el aumento en el número de espinas en CA2/CA3 pero 

no en GD, en donde observamos una disminución significativa en la densidad de 

las espinas dendríticas. La TSP-1 está involucrada en el crecimiento de neuritas 

(Osterhout et al., 1992), arborización dendrítica (O´shea et al., 1991), 

sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005; Hughes et al., 2010; Xu e tal., 2010; 

Risher y Eroglu, 2012), espinogénesis (Garcia et al., 2010) y plasticidad sináptica 

(Cáceres et al., 2007; Risher y Eroglu, 2012). La TSP-1 acelera la formación de 

sinapsis y espinas dendríticas en neuronas hipocampales (Xu et al., 2010; García 

et al, 2010). Las sinapsis que se forman por TSP-1 tienen una ultraestructura 

presináptica y postsináptica normales (Cristopherson  et al., 2005; Barres, 2008). 
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La formación de espinas y sinapsis dependientes de TSP-1 podría deberse a la 

activación de algunas vías de señalización dirigidas al citoesqueleto como la 

familia de cinasas Src, fosfoionosítido 3-kinasa (PI3-K), Rac-1 o ERK 1/2, p38 

MAPK (Stevens, 2008). Por otro lado, la generación de nuevas neuronas 

hipocampales continúa en etapas postnatales, especialmente en el GD (Kuhn et 

al., 1996). La neurogénesis hipocampal es promovida por la actividad física en los 

AE (Kempermann et al., 1998; van Praag et al., 2000, Garthe et al., 2015). Algunos 

trabajos han demostrado que la TSP-1 participa en los procesos de proliferación y 

diferenciación de células progenitoras neuronales; adicionalmente, los ratones KO 

TSP-1 presentan fallas en la neurogénesis (Lu y Kipnis, 2010). En nuestro modelo 

los AE podrían estimular la neurogénesis en el DG, sin embargo, las neuronas 

podrían mantenerse en un estado inmaduro, condición en la que se presenta una 

disminución en el número de espinas (Rahimi y Claiborne, 2007).  Experimentos 

adicionales tendrían que realizarse para determinar si  el incremento de TSP-1 en 

el GD que encontramos en el presente estudio podría estar asociado con la 

neurogénesis. 

Con el fin de corroborar si la TSP-1 juega un papel determinante en el 

remodelamiento dendrítico y en la formación de las espinas dendríticas en las 

neuronas hipocampales, se evaluó el efecto de AE en ratones Wt y KO TSP-1. Los 

resultados mostraron que la ausencia de TSP-1 modifica notablemente la 

morfología de las células nerviosas presentando neuronas con menos 

ramificaciones, mayor longitud y menor complejidad (Figura 15, 16, 17). Sin 

embargo, los AE no revirtieron estos cambios, lo que sugiere que la TSP-1 es 

necesaria en estos eventos de plasticidad cerebral. Como mencionamos 

anteriormente, la TSP-1 estimula el crecimiento de neuritas (Osterhout et al., 

1992) y la arborización dendrítica (O´shea et al., 1991) en cultivos de células 

nerviosas. In vivo la falta de TSP-1 en los ratones podría activar un mecanismos 

adaptativo o compensatorio para responder a los estímulos tanto de los ANE como 

AE, y ante la ausencia de ramificaciones dendríticas, las neuronas incrementarían 

la longitud de estas estructuras con el fin de cubrir el déficit de ramificaciones 

dendríticas (Perry y Maffei, 1988; McAllister, 2000). Sin embargo, esto no es 
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suficiente ya que no permite incrementar la complejidad neuronal (Figura 17), lo 

que indica que la TSP-1 es necesaria para que la plasticidad neuronal ocurra en el 

hipocampo.  

Los AE pueden causar cambios en la morfología y densidad de las espinas 

dendríticas (Alvarez y Sabatini, 2007). En este estudio se demostró  que existe 

una relación entre la formación de espinas dendríticas y los niveles de TSP-1 en 

ratones Wt sometidos a los AE. Mientras que en los ratones KO TSP-1 los AE no 

producen un incremento significativo en la densidad de espinas en las dendritas 

primarias (Figura 19); cercano a los puntos terminales de la dendrita, se pudo 

observar un aumento en la densidad de espinas, aunque este incremento, nunca 

fue superior al número de espinas encontrado en ratones WT en ANE (Figura 20), 

sugiriendo que la TSP-1 tiene un papel importante pero no determinante en la 

formación de espinas dendríticas. La presencia de factores de crecimiento como el 

NFG, GDNF y BDNF podrían compensar la ausencia de TSP-1 y estimular la 

formación de espinas dendríticas en condiciones de enriquecimiento 

(Nithianantharajah y Hanna, 2006). Adicionalmente, la TSP-2, TSP-3 y TSP-4 

podrían tener una participación en la espinogénesis y sinaptogénesis (Eroglu et 

al., 2009; Risher y Eroglu, 2012). El incremento de espinas en los puntos 

terminales de la dendrita es una característica común en muchos tipos neuronales 

(Marín-Padilla, 1967; Elston y DeFelipe, 2002; Beltran-Campos et al., 2015). La 

diferencia en la densidad espinas a lo largo de la dendrita podría estar asociada 

con sus propias funciones, particularmente con el amortiguamiento de calcio, 

evitando la toxicidad neuronal (Holthoff et al., 2002) y a una mejora en la 

integración de los circuitos sinápticos (Grienberger et al., 2015); de forma que el 

incremento de espinas en los ratones KO TSP-1 podría ser un mecanismo 

adaptativo para generar circuitos sinápticos funcionales ante una estimulación 

constante como son los AE.  

Finalmente, la clasificación sobre la morfología de las espinas demostró que los 

ratones Wt y ratones KO TPS-1 presentan espinas tipo hongo, filipodio, delgada y 

delgada larga. La morfología de las espinas cambia después de que los ratones 
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son sometidos a AE (Figura 21). Para el caso de los ratones KO TSP-1 en AE 

producen un aumento aparente de las espinas tipo filipodio y delgada, disminución 

de las espinas delgadas largas y de la forma de hogo. Mientras que en los ratones 

Wt se observó predominio de las espinas en forma de hongo. La importancia de 

las espinas delgadas y en forma de hongo radica en su funcionamiento. Las 

espinas delgadas se relacionan con procesos de aprendizaje y las espinas tipo 

hongo con procesos de memoria (Bourne y Harris, 2007). Bajo nuestras 

condiciones es probable que el incremento de espinas delgadas este asociado a 

un aumento de espinas inmaduras o filipoideas (Ziv y Smith, 1996; Dailey y Smith, 

1996; Fiala et al., 1998; Yuste y Bonhoeffer, 2001). Las espinas delgadas podrían 

ser un indicador de un proceso de aprendizaje (Bourne y Harris, 2007; García-

López et al., 2007), Experimentos que permitan conocer la capacidad de los 

ratones KO TSP-1 para resolver paradigmas de memoria y aprendizaje, antes y 

después de haber sido sometidos a condiciones de enriquecimiento, ayudarían a 

esclarecer si la disminución observada en las espinas con forma de hongo podría 

tener relación con algún defecto en la memoria y el aprendizaje de estos ratones. 

En resumen, los datos obtenidos en la presente tesis sugieren que la TSP-1 puede 

tener un papel importante en los mecanismos de plasticidad neuronal.   
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CONCLUSIONES 

1) Los ratones Wt sometidos a los Ambientes Enriquecidos muestran 

modificaciones en la morfología neuronal como son:  

 Disminución en la longitud de las arborizaciones dendríticas, 

principalmente en las porciones secundarias y terciarias de las 

neuronas. 

 Incremento en la complejidad de sus arborizaciones. 

 Incremento en la densidad de espinas dendríticas. 

2) Existe una relación en los niveles de TSP-1 del hipocampo y el incremento en 

el número de espinas dendríticas en las regiones CA2/CA3. 

3) Los niveles de TSP-1 en DG se encuentra asociado a un decremento en el 

número de espinas dendríticas. 

4) La ausencia de TSP-1 en los ratones produce cambios en la morfología 

neuronal como son:   

 Disminución en la arborización dendrítica 

 Incremento en la longitud de las ramificaciones dendríticas 

 Menor complejidad de las arborizaciones dendríticas 

 Disminución en la densidad de espinas dendríticas en las regiones distales 

de las neuronas 

5) Los AE no revirtieron los cambios observados en la morfología neuronal. 

6) Los resultados en su conjunto sugieren que la TSP-1 tiene un papel importante 

en los mecanismos de plasticidad neuronal dependientes de la experiencia. 
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Investigaciones futuras podrían dirigirse a analizar la función de la TSP-1 en 

relación con procesos de aprendizaje y memoria así como conocer la contribución 

específica de la TSP-1 en los mecanismos de plasticidad cerebral. 
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