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RESUMEN

Diversas lineas de investigacion han permitido establecer que el hipocampo esta involucrado
en los procesos de aprendizaje y memoria. Para que estos procesos se lleven a cabo, se
requieren de ciertos cambios estructurales vy fisiol6gicos de los sistemas neuronales. Por
ejemplo, cambios morfolégicos en el cerebro en respuesta al entrenamiento cognitivo han
sido descritos en el sistema nervioso de un amplio nUmero de especies; este proceso de
plasticidad morfologica puede ser provocado por la estimulacion ambiental, y es observado y
medido en mdultiples niveles. Esta informacion ha sido obtenida principalmente de ratas
machos, por lo cual el objeto de este trabajo fue determinar si los cambios en la morfologia
qgue produce la actividad cognitiva en las neuronas del hipocampo dorsal nos indica un
dimorfismo sexual. Un grupo de ratas hembra y un grupo de ratas macho de la cepa Long
Evans fueron empleadas para realizar cuatro pruebas cognitivas. Con la finalidad de
observar los efectos de las pruebas cognitivas se comparo la morfologia de la arborizacion
apical y basal, asi como la densidad de espinas dendriticas de las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo dorsal en ratas hembra y ratas macho. Tanto ratas hembra como ratas macho se
desempefiaron de manera similar en las pruebas, Unicamente en la prueba de actividad
locomotora se observo hiperactividad en el desempefio de las ratas hembra. En el analisis
morfologico, se observo que las ratas hembra y las ratas macho que realizaron las pruebas
mostraron incrementos en la arborizacién apical de las neuronas CAl, ademas de
incrementos en la densidad de espinas dendriticas tanto de la arborizacion apical y basal de
las neuronas CAl y CA3 respecto de sus controles. Existe una variedad de factores que
pueden influir en la magnitud de las diferencias sexuales, tales como la cepa o el estrés, lo
cual explica la ausencia de diferencias en el desempefio de los animales. Los efectos de las
pruebas cognitivas sobre la morfologia pueden ser explicados por los patrones de conexion
gue recibe cada tipo neuronal y por el papel que juega cada estructura en el procesamiento
de la informacion. La ejecucion de pruebas cognitivas favorece el incremento en la
arborizacion dendritica de la region CA1 asi como el incremento en la densidad de espinas
dendriticas sobre las regiones CAl y CA3 del hipocampo sin mostrar indicios de dimorfismo

sexual.
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1. INTRODUCCION

1.1 El Hipocampo

Una de las caracteristicas mas fascinantes de esta estructura es su anatomia. La
simple organizacion de sus capas celulares principales acopladas con la altamente
organizada distribucion laminar de sus principales entradas han fomentado su uso como un

sistema modelo para la neurobiologia moderna (Amaral & Lavenex, 2007).

Soélo los mamiferos placentarios poseen una formacion hipocampal desarrollada,
conformada por el giro dentado (GD), el subiculo (Sub), el parasubiculo, la corteza entorrinal
(CE) y el propio hipocampo (Amaral & Lavenex, 2007). Esta formacién hipocampal se
encuentra situada en la parte medial del I6bulo temporal, formada por un pliegue de la pared
del hemisferio medial (Figura 1); constituye una estructura cerebral que juega un papel
crucial en la memoria y en la regulacién neuroendocrina de las hormonas del estrés (Kim &
Diamond, 2002). Se delimita por una densa capa de células piramidales y el &rea dentada
por una densa banda de células granulares o piramidales pequefias (Issacson, 1982). Por su
lado lateral, la formacién bordea la pared medio basolateral del ventriculo lateral (Amaral &
Lavenex, 2007).

Dorsal

Ventral

Figura 1.- A) Se muestra la ubicaciéon del hipocampo en el cerebro de la rata, las lineas
indican una ampliacion del hipocampo. B) Se muestran las principales regiones
conformadas por el giro dentado (GD), Cuerno de Ammon 3 (CA3) y Cuerno de Ammon 1
(CA1) (tomado y modificado de Amaral & Lavenex, 2007).
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1.1.1 Organizacion de las neuronas piramidales del hipocampo

El hipocampo se subdivide en regiones denominadas: Cuerno de Amoén 1 (CA1l),
Cuerno de Amon 2 (CA2), Cuerno de Amon 3 (CA3) y Cuerno de Amon 4 (CA4). La region
del hipocampo mas cercana a la corteza cerebral corresponde a CAl, esta region se
caracteriza por tener neuronas piramidales homogéneas con 1 o 2 dendritas apicales y
arborizaciones apicales y basales similares en longitud (Amaral & Lavenex, 2007). El soma
de estas neuronas es piramidal y generalmente pequefio; el estrato piramidal de CAl
humano es amplio mientras que en ratas es angosto y denso. La regiéon CA2 estd compuesta
de somas grandes, ovoides y densamente empaquetados, haciendo el estrato piramidal
denso y estrecho, en un marcado contraste con CALl. La regibn mas alejada de la corteza
cerebral es la denominada CA3, estos somas son como los de CA2, pero su densidad no es
tan pronunciada, una caracteristica tipica de CA3 es la presencia de fibras amielinicas, las
fibras musgosas, las cuales emergen desde el giro dentado. Esta region contiene células
piramidales heterogéneas que tienen longitudes dendriticas y organizacion variables (Figura
2). Finalmente una pequefia region que parece la transicion entre hipocampo y el giro
dentado es la llamada CA4 (Duvernoy et al, 2013; Silva et al, 2013).

CA1

Neuronas

Neurona piramidales

granular

< ‘w@“ \ {
% & _/' CA3
)

GD
Figura 2.- Representacion gréfica de las principales conexiones entre las areas del

hipocampo. Se muestran las neuronas piramidales de la region CA1 y CA3, ademas de las
neuronas granulares del giro dentado (tomado y modificado de Leuner & Gould, 2010).
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La organizacién estructural del hipocampo ha sido estudiada con gran detalle en
roedores (Amaral & Lavenex, 2007), de ella se distinguen varias capas (Figura 3 y Figura 4),

las principales son:

estrato oriens (e0): el cual esta formado por las dendritas basolaterales de las neuronas
piramidales hipocampales y varias clases de interneuronas (neuronas en canasta). En la
parte proximal de dichas dendritas terminan las aferencias comisurales procedentes del
hipocampo contralateral. Es atravesado por los axones de neuronas piramidales que arriban

del alveus.

estrato piramidal (ep): esta formado por los somas de las células piramidales,
densamente empaguetados. En este estrato las células en canasta de axén corto forman

glomérulos alrededor del cuerpo de las neuronas piramidales.

estrato radiatum (er): contiene las dendritas primarias de las células piramidales; las
colaterales de Schaffer, que son los axones de neuronas piramidales CA3, las cuales
terminan en la parte proximal de las dendritas apicales de las neuronas piramidales CA1,; las
porciones distales de las dendritas apicales de neuronas piramidales existentes en este
estrato, son el campo donde finalizan las proyecciones comisurales desde CA3 del

hipocampo contralateral y de las aferencias desde el septum.

estrato lucidum (el): presente solo en el area CA3 representa la franja de fibras
musgosas que se originan del giro dentado situdndose inmediatamente suprayacentes a la

capa de células piramidales.

estrato lacunosum-moleculare (el-m): esta formado por las ramas terminales de las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. En esta capa finalizan los axones de la via
perforante, procedentes de la corteza entorrinal y del tracto cruzado temporo-aménico
procedentes de la parte lateral de la corteza entorrinal ipsi- y contralateral.

11
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Neurona Piramidal CA1

A B) TR
’ N, o @/"\3’\% =
N v e.l.m.
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colaterales de

SChaffer m—
e.r.
elpl
aferencias comisurales
del hipoacampo
contralateral  ————--
| e-o-

Figura 3.- Morfologia de una neurona piramidal de la region CAl del hipocampo. A) Se muestra un
corte coronal de un cerebro de rata y la localizacién de la formacion hipocampal, se muestra la region
CA1, CA2, CA3 y el GD. B) Se muestra el dibujo de una neurona piramidal de la region CA1 del
hipocampo realizado con la ayuda de una camara lucida. El soma se encuentra en el estrato
piramidal, mientras que las dendritas basolaterales se extienden sobre el estrato oriens y las
dendritas apicales sobre el estrato radiatum y el lacunosum-molecule. e.o.: estrato oriens; e.p.:
estrato piramidal; e.r.. estrato radiatum; e.l.m: estrato lacunosum-moleculare. Barra de escala: 100
pm (Tomado y modificado de Amaral & Lavenex, 2007).
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Neurona Piramidal CA3
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Figura 4.- Morfologia de una neurona piramidal de la region CA3 del hipocampo. A) Se muestra un
corte coronal de un cerebro de rata y la localizacion de la formacién hipocampal, se muestra la regién
CAl, CA2, CA3 y el GD. B) Se muestra el dibujo de una neurona piramidal de la region CA3 del
hipocampo realizado con la ayuda de una camara lucida. Para las neuronas CA3 se afiade otra capa,
el estrato lucidum, entre el estrato piramidal y el estrato radiatum. Igualmente las dendritas
basolaterales se extienden sobre el estrato oriens y las apicales en el estrato radiatum. e.o.: estrato
oriens; e.p.: estrato piramidal; e.r.: estrato radiatum; e.l.: estrato lucidum; e.l.m: estrato lacunosum-
moleculare. Barra de escala: 100 um (Tomado y modificado de Amaral & Lavenex, 2007).
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1.2. Aprendizaje y Memoria

Una de las funciones complejas mas fascinantes del encéfalo es la capacidad para
almacenar la informacién provista por la experiencia y recuperar gran parte de ella a voluntad
(Purves et al; 2007). Existen estructuras y circuitos cerebrales que estan involucrados en los
procesos de aprendizaje y memoria. Diversas lineas de investigacion han permitido
establecer que la formacion de la memoria explicita ocurre en el hipocampo (CA1, CA3, giro
dentado) y estructuras subyacentes a éste (corteza entorrinal, perirrinal, parahipocampal) asi
como el subiculo y la amigdala (Garcia, 2011).

El aprendizaje puede ser descrito como el mecanismo por el cual el sistema nervioso
adquiere nueva informacion que se observa como cambios en el comportamiento (Purves et
al; 2007). La memoria se refiere al mecanismo por el cual aquel conocimiento es codificado,
almacenado y recuperado, estos son dos procesos cognitivos llevados a cabo por el SNC
gue generan cambios en la conducta, indispensables para la supervivencia del individuo
cuando éstos se enfrentan a nuevos ambientes y estimulos (Lynch, 2004; Garcia, 2011,
Ordofiez, 2013).

Experimentos conductuales establecieron claramente que el hipocampo dorsal juega un
rol crucial en el procesamiento de la informacion espacial y en la memoria espacial en ratas
(Potvin et al; 2007., Kesner et al; 2011). El hipocampo dorsal establece redes de conectividad
neuronal formando circuitos con otras areas como el complejo hipocampo dorsal-subiculo
dorsal, el cual juega un papel crucial en la memoria espacial por medio del procesamiento de
la informacion idiotética y el mantenimiento de esta informacion en la memoria (Potvin et al,
2007), este complejo a su vez se conecta con areas corticales del cingulo anterior y del area
retrosplenial que median procesos cognitivos tales como aprendizaje, memoria, havegacion y

exploracion (Fanselow & Dong, 2009).

La memoria no es estatica y no es una funcion aislada; la memoria puede ser mejor
descrita como una red compleja de diferentes funciones interrelacionadas trabajando juntas
con el objetivo de manejar la informacién. Es mas apropiado especificarla en términos de un

sistema de memoria, este puede ser definido como una funcién cerebral cuyo propésito es

14



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

clasificar, codificar, almacenar y recuperar una amplia diversidad de informacién relevante

para el sujeto (Carrillo et al; 2009, Purves et al; 2008., Squire et al; 2008).

Memoria a
Largo Plazo

/\

Implicita Explicita
(no declarativa) (declarativa)
Primado Procedimental Aprendizaje Asociativo: ~Aprendizajeno HechoS ————— £y antos
(Tareas y Condicionamiento asociativo: Habituacion (Semantica) (Episédica)
Habilidades)  clasico y operante y Sensibilizacion

Figura 5.- Esquema que muestra las dos principales categorias en las que se divide a la memoria a largo plazo, de
un lado la memoria no declarativa que representa la informacién de habilidades que no pueden ser transmitidas
oralmente y del otro lado la memoria declarativa, referente a la informacién que es convencionalmente transmitida
(Tomado y modificado de Kandel et al; 2012).

Los seres humanos tienen por lo menos dos sistemas cualitativamente diferentes de
almacenamiento de la informacion que se denominan en general memoria declarativa y
memoria no declarativa (Figura 5). La primera es el almacenamiento (y la recuperacion) de
material que esta disponible para la conciencia y que puede expresarse mediante el lenguaje
(declarativa), por ejemplo la capacidad para recordar un nimero telefénico o una cancion.
Por otra parte la memoria no declarativa no se encuentra disponible para la conciencia, este
tipo de memoria implica habilidades y asociaciones que son, en su mayor parte, adquiridas y
recuperadas en un nivel inconsciente. Recordar como se conduce o como jugar fatbol son

ejemplos de este tipo de memoria (Purves et al; 2008, Kandel et al; 2012).

La memoria también puede categorizarse de acuerdo con el tiempo durante el cual es
eficaz, en general se aceptan tres clases temporales de memoria (Purves et al; 2008). La

primera es la memoria inmediata, que se define como la capacidad habitual para mantener
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en la mente experiencias durante fracciones de segundo. La informacion que prevalece se

traslada desde la memoria inmediata a la memoria de trabajo (Ordofiez, 2013).

La memoria de trabajo es la capacidad para mantener en la mente la informacion
durante segundos o minutos una vez pasado el momento presente; este tipo de memoria se
utiliza durante el aprendizaje de tareas complejas, que requieren que dos clases de
informacion permanezcan accesibles. La tercera categoria temporal es la memoria a largo
plazo que implica la retencion de la informacidbn en una forma mas permanente de
almacenamiento durante dias, semanas o incluso durante toda la vida (Purves et al; 2008.,
Ordofez, 2013).

1.3. Plasticidad Neuronal

El cerebro tiene una remarcable habilidad de respuesta al medio ambiente para
modificar las conductas que permitan alcanzar su adaptaciéon al medio, a través de complejos
programas genéticos, celulares, moleculares y de factores externos (Nithianantharajah &
Hannan, 2006; Muhammad et al, 2013).

Para llevar a cabo el proceso de la memoria se requieren de ciertos cambios
fisiologicos y estructurales de los sistemas neuronales, mediante la activacion de
mecanismos celulares como la expresion y sintesis de proteinas, las cuales se relacionan
estrechamente con cambios conductuales (lzquierdo et al; 2002). De esta manera la
experiencia en un ambiente enriquecido (estimulacién sensorial, cognitiva y motora) o en un
entrenamiento conductual altera la morfologia neuronal de un amplio rango de especies y de

regiones cerebrales.

La plasticidad morfolégica que ocurre naturalmente es un proceso que puede ser
provocado por la estimulacion ambiental y que es observado y medido en multiples niveles
(Briones et al; 2004., Holtmaat & Svoboda, 2009., Muhammad et al., 2013; Rabipour & Raz,

2012). Por ejemplo, cambios morfolégicos en el cerebro en respuesta a experiencias han
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sido descritos en el sistema nervioso de un amplio nimero de especies (Briones et al; 2004);
estos cambios estan relacionados con un incremento en el tamafo cerebral, en el grosor
cortical, en el tamafio neuronal, en la longitud dendritica, en la ramificacion dendritica, en la
densidad de espinas dendriticas, en el niumero y complejidad de las células gliales y en el
tamafno de la sinapsis, y han sido descritos en neuronas del sistema somatosensorial y la
corteza visual, asi como en el hipocampo y el nudcleo estriado. Especificamente, el
entrenamiento en tareas motoras o pruebas de laberintos puede producir cambios
especificos de la zona en la arborizacion dendritica (Kolb et al., 1998; Kolb et al; 2003., Kolb
et al; 2008, Kolb et al; 2013., Muhammad et al; 2013, Bakos et al; 2009, Pang & Hannan,
2013).

Con relacion a las funciones cognitivas, se ha mostrado que los ambientes enriquecidos
mejoran el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris, en el laberinto radial y en
el laberinto en T; ademas de que potencian la memoria a largo plazo, aceleran la habituacién

e incrementan la actividad exploratoria (Bakos et al; 2009., Pefia et al; 2009).

Aunque hay importantes discrepancias en la literatura sobre las consecuencias
fisiologicas y conductuales de la exposicibn a ambientes enriquecidos que son
probablemente relacionados con diferencias particulares entre las especies, el sexo y la edad
a la cual los animales son expuestos al ambiente enriquecido, esta claro que estos
ambientes ejercen profundos efectos bioldgicos sobre los organismos, la mayoria de ellos
benéficos (Pefia et al; 2009).

Los estudios de los cambios dependientes de la experiencia en experimentos con
manipulacion de estimulos externos permiten obtener una rica fuente de informacién que es
relevante para las teorias neurobioldgicas que explican la funcion cerebral asi como para las

teorias generales de la organizacion conductual (Kolb et al; 1998).
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1.3.1 La Plasticidad Neuronal a lo largo de la Historia

Aunque la idea de que la estructura cerebral puede ser modificada por la experiencia
se relaciona con Santiago Ramon y Cajal, fue Donald O. Hebb (1949) quien hizo de esto una

caracteristica central de su teoria neuropsicoldgica (Kolb et al; 1998).

Hebb realizo el primer experimento sobre el efecto de la crianza enriquecida sobre la
conducta de la rata, pero fue el grupo de la universidad de Berkeley el que demostré cambios
en el peso cerebral, en el grosor cortical, en los niveles de acetilcolina y en la estructura
dendritica que sirvi6 como evidencia de un cambio estructural inducido por la experiencia
(Greenough et al., 1987; Diamond et al., 1967; Rosenzweig & Bennett , 1996).

Greenough y sus colegas (1979) fueron de los primeros en observar los efectos del
entrenamiento en tareas especificas sobre la morfologia de las neuronas corticales; en sus
primeros estudios, entrenaron ratas en laberintos visuales y analizaron la estructura de
neuronas en la corteza visual. Sus principales hallazgos fueron que las neuronas de las ratas
entrenadas tuvieron un incremento significativo en la arborizacion dendritica respecto a las

ratas no entrenadas (Kolb et al., 1998; Greenough et al; 1987).

1.3.2 El sexo y la plasticidad neuronal

Existe un cumulo de evidencia que menciona que los machos y las hembras difieren en
su estructura, y que responden de manera diferente a los eventos ambientales (Kolb et al,
1998). La mayoria de estas diferencias dependientes del sexo en el sistema nervioso de los
mamiferos son, en gran medida, inducidas por las hormonas gonadales durante el desarrollo
(Juraska, 1991., Kolb et al; 1998). Pero ademas pueden existir diferencias sexuales sobre la

estructura dendritica en areas del cerebro que no estan asociadas directamente con la
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funcion reproductiva (Juraska et al; 1989).

En algunos estudios la influencia del sexo ha sido especificamente reportada, por
ejemplo Juraska (1984) encontrd que los ambientes enriquecidos causan un incremento en la
arborizacion dendritica de neuronas piramidales y estrelladas de la corteza visual de ratas
macho y una gran complejidad dendritica en las neuronas del giro dentado de hembras.
Diamond y colaboradores (2001) describieron un gran incremento en el grosor de la corteza
occipital de machos criados en ambientes enriquecidos, mientras que las hembras criadas en

los mismos ambientes tuvieron una corteza soméatica mas gruesa (Pefa et al; 2009).

Las diferencias sexuales que se aprecian en el hipocampo no son faciles de
correlacionar con las predicciones acerca de las diferencias sexuales en la conducta, no
obstante, a través de la conducta espacial, en la cual el hipocampo juega un rol importante,
se puede medir el desempeiio de los animales en diferentes pruebas de laberintos, y seria
l6gico pensar que las diferencias sexuales en el desempefio de las pruebas de laberintos
podrian ser un reflejo de diferencias sexuales en la formacion hipocampal (Juraska, 1991,
Juraska et al; 2013).

1.3.3 La plasticidad dependiente de la edad

El desarrollo del sistema nervioso es altamente dependiente de las interacciones entre
el organismo y su ambiente. Esta experiencia con el ambiente tiene efectos cualitativamente
y cuantitativamente diferentes sobre el cerebro de los animales dependiendo de la edad a la
cual son colocados en un ambiente enriquecido (Kolb et al; 1998). Por ejemplo, la exposicion
temprana de animales a ambientes enriquecidos puede cambiar la estructura neuronal y la
funcién conduciendo a mejoras duraderas en el aprendizaje y en la memoria (Moser et al;
1994).
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Hay evidencias de que ratas juveniles y adultas muestran un incremento en la longitud
dendritica en respuesta a ambientes enriquecidos (Kolb et al; 2003), y cambios sinapticos y
morfolégicos a través del aprendizaje (Muhammad et al; 2013), estos cambios plasticos
dependientes de la edad son probablemente muy importantes y reflejan la sensibilidad
diferencial del cerebro juvenil a la experiencia durante el desarrollo (Kolb et al; 1998).

El entrenamiento espacial de ratas adultas por exposicidbn a un ambiente desafiante
esta asociado con un incremento en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas
piramidales CA1l del hipocampo. Los animales entrenados también mostraron incrementos
en la habilidad de aprendizaje como lo sefiala la rapida adquisicion en el laberinto acuatico
de Morris. Estos hallazgos demuestran que el entrenamiento conductual puede inducir
cambios estructurales en el hipocampo de ratas adultas (Moser et al; 1994).
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2. JUSTIFICACION

El medio en el que se desarrolla un individuo influye de manera importante en el
cerebro y en la habilidad de respuesta que tiene para modificar la conducta que se requiere

para su adaptacion (Nithianantharajah & Hannan, 2006., Muhammad et al; 2013).

Existen estructuras y circuitos cerebrales que estan involucrados en los procesos de
aprendizaje y memoria. Diversas lineas de investigacion han permitido establecer que la
formacion de la memoria explicita ocurre en el hipocampo (Garcia, 2011); éste muestra el
fendmeno de plasticidad sinaptica, que presenta cambios en la longitud dendritica de las
neuronas y en la densidad de espinas dendriticas, los cuales estan implicados en el
reforzamiento del aprendizaje y en el almacenamiento de la informacion adquirida durante la

jornada de trabajo y las actividades cotidianas.

Las experiencias en ambientes enriquecidos (estimulacidon sensorial, cognitiva y
motora) y en entrenamientos cognitivos modifican la morfologia neuronal (Kolb & Whishaw,
1998, Pefia et al; 2009). Sin embargo, esta informacién ha sido obtenida principalmente de
ratas machos, debido a que se pensaba que el ciclo estral de las ratas hembra influia de
manera importante en la morfologia y funcién neuronal, sin embargo, recientemente se ha
determinado que a pesar de que el ciclo estral genera variacidén, esta variacidon no es
suficiente para explicar las diferencias entre los sexos (Prendergast et al; 2014), por lo cual
es importante y necesario determinar si los cambios morfolégicos que genera la actividad
cognitiva sobre la morfologia de neuronas del hipocampo dorsal nos indican un dimorfismo

sexual sin tomar en cuenta el ciclo estral de las hembras.
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3. HIPOTESIS

El entrenamiento cognitivo promueve cambios en la morfologia de neuronas CA1 y CA3
de hipocampo dorsal relacionados con un incremento en la arborizacién dendritica y en la

densidad de espinas dendriticas de manera dimorfica entre machos y hembras.

4. OBJETIVOS

4.1 General

% Analizar el efecto del entrenamiento cognitivo sobre la morfologia neuronal del

hipocampo dorsal de ratas hembra y ratas macho juveniles.

4.2 Particulares

e Determinar si existen diferencias en la ejecucion de pruebas de aprendizaje y memoria

entre ratas hembra y ratas macho.

e Analizar el efecto del entrenamiento cognitivo sobre la arborizacion dendritica y sobre
la densidad de espinas dendriticas de neuronas CAl y CA3 de hipocampo dorsal de

ratas hembra y ratas macho.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. Pruebas Cognitivas

5.1.1 Sujetos

Se emplearon 16 ratas de la cepa Long Evans de 8 semanas de edad (65 dias), 8
hembras juveniles con un peso de 215 + 10 g, y 8 machos juveniles con un peso de 230 + 10
g, las cuales se obtuvieron del Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. Fueron mantenidas
bajo condiciones controladas de luz, humedad relativa (55%) y en un ciclo luz-oscuridad de
12:12 horas, con acceso libre a agua y a alimento. Los animales se dividieron en 2 grupos
experimentales conformados por 8 machos y 8 hembras. Estos dos grupos experimentales

fueron sometidos a cuatro pruebas cognitivas, las cuales se describen a continuacioén.

5.1.2 Prueba de actividad locomotora en campo abierto

Esta prueba se realizo antes de iniciar con las pruebas de entrenamiento cognitivo con
la finalidad de comenzar a manipular a los animales, medir su reactividad emocional y reducir
el estrés generado por la exposicion a ambientes nuevos. Los animales fueron llevados del
Bioterio “Claude Bernard” al cuarto donde realizaron la prueba, aqui permanecieron por un
periodo de 20 minutos antes de iniciar la prueba, para permitirles habituarse y para que
disminuyera el estrés generado por el traslado. La prueba consistié en colocar a las ratas en
una caja de madera negra, (60 x 60 x 60 cm) cuya base estaba dividida en 9 cuadros de 20 x
20 cm (Figura 6). Se evalu6é el numero de cuadros cruzados por el animal durante 15
minutos, tomando como criterio que las ratas colocaran las cuatro extremidades en un
cuadro. El nimero de cuadros cruzados por las ratas se multiplico por 20 cm para calcular la
distancia recorrida a los 15 minutos y también se calcul6 la distancia recorrida en intervalos

de 5 minutos. Igualmente se cuantific6 el numero de heces que dejo cada animal durante la

23



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

prueba, esto con la finalidad de medir la reactividad emocional de los animales. Entre prueba

y prueba se limpio la caja para evitar influencia en la conducta por el olor de la rata anterior.

Figura 6.- Se muestra el aparato dividido en 9 cuadros de
20x20 cm, en el cual se realizé la prueba de actividad
locomotora en campo abierto.

5.1.3 Prueba de laberinto acuatico de Morris

Para evaluar el aprendizaje, la memoria espacial y la memoria de trabajo se realizo la
prueba de laberinto acuatico de Morris (Morris, 1981). La prueba fue realizada en una tina
circular de 1.80 m de diametro y 80 cm de altura, dividida en 4 cuadrantes (norte, este, sur,
oeste). La tina cuenta con una plataforma de escape circular de 40 cm de alto y 15 cm de
diametro la cual se coloco a nivel del cuadrante Sureste (SE), a 2 cm por debajo del nivel del
agua. El agua fue tefiida con colorante no toxico (biéxido de titanio) para mantener oculta la
plataforma de escape, ademas, la tina se colocd en un cuarto de conducta que tiene
minimizado el ruido; en las paredes del cuarto se colocaron sefiales extra laberinticas para
ayudar a la ubicacion de la plataforma de escape (Figura 7). La temperatura se mantuvo
constante (22°C % 2). Los animales fueron trasladados del Bioterio “Claude Bernard” al cuarto
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de conducta en el cual permanecieron por un periodo de 20 minutos antes de iniciar la
prueba, para permitirles habituarse y para que disminuyera el estrés generado por el
traslado.

El total de ensayos realizados por los animales fue de 24 durante 6 dias de prueba, los
primeros 4 ensayos correspondieron a la fase de habituacion, los cuales consistieron en
introducir a los animales a la tina con el rostro orientado hacia la pared de la misma y
depositarlos suavemente sobre el agua. Se les permitié el reconocimiento de la tina por 120
segundos. Si el animal encontré la plataforma o no la encontré6 en el tiempo antes
mencionado se les tomé y colocé sobre la plataforma de escape por 30 segundos. Durante

cada prueba el animal fue introducido desde un cuadrante diferente.

Los siguientes 16 ensayos correspondieron a la etapa de aprendizaje, en los cuales se
cuantificé la latencia de escape en segundos, pero ya no se colocé a los animales en la
plataforma por 30 segundos. Los ultimos 4 ensayos fueron realizados 15 dias después de la
etapa de aprendizaje, los cuales correspondieron a la etapa de memoria, sélo se cuantificé la
latencia de escape. Entre ensayo y ensayo se permitié un tiempo de 50 minutos de descanso

para los animales.

Puntos de N Figura 7.- Esquema del
introduccion

laberinto acuatico de Morris,
en el que se muestran los
cuadrantes en los cuales se
introduce al animal, las
medidas de la plataforma de
escape Yy la representacion
de las sefiales

extralaberinticas.

Plataforma
_______oculta

40
cm

les extralaberinticas

sefa

1.80m
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Y
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5.1.4 Prueba de reconocimiento de objetos

La prueba de reconocimiento de objetos fue disefiada por Ennaceur y Delacour (1988),
para medir la memoria declarativa y la memoria a corto plazo. Esta prueba se basa en la
conducta de exploracién natural y espontanea que presentan los roedores hacia los objetos

novedosos.

Se realizé en una caja de madera de 61 cm de ancho, 81 cm de largo, y 30.4 cm de
altura; la prueba fue ejecutada en un cuarto con luz roja. En una primera fase o fase de
habituacion se colocé a la rata 15 minutos en la caja sin ningun objeto, y con la base de la
caja cubierta con aserrin; 24 horas después se llevo a cabo la fase de aprendizaje (t1) donde
fueron colocados 4 objetos a una distancia de 12 cm de cada esquina de la caja, cada objeto
fue pegado con Kola loca® a un pequefio cuadro de cartén que también fue pegado a la base
de la caja que también se cubrié con aserrin (Figura 8). El animal fue introducido a la caja

durante 5 minutos.

La tercera fase o fase de memoria a corto plazo (t2) se realiz6 30 minutos después de
realizada la fase de aprendizaje, igualmente se pegaron los objetos, pero un objeto fue
cambiado por un objeto nuevo, y la posicion de los objetos se cambi6é de manera cruzada; la
rata fue colocada 5 minutos para permitir la libre exploracion. Quince dias después se realizo
la fase de memoria a largo plazo (t3), igualmente se cambid un objeto familiar por un objeto
nuevo y se dejo al animal explorar por 5 minutos. Al finalizar cada prueba se llevé a cabo la

limpieza de objetos y de la caja.

Cada fase de todas las pruebas fue registrada en video para su posterior andlisis. Se
cuantificé el tiempo que invirtié la rata en explorar el objeto nuevo y el tiempo que invirtié con
los objetos familiares. La exploracion de un objeto fue definida de la siguiente manera: que la
rata direccione su nariz a una distancia <2 cm del objeto y lo toque con la nariz, lo olfatee, lo
lama o cuando el movimiento de las vibrisas permita que estas toquen el objeto. Dar vueltas

alrededor del objeto o sentarse sobre él no se consideré como exploracion.

26



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

Figura 8.- Caja de reconocimiento de objeto. Se muestran los objetos que se
emplearon para la fase de memoria, cada objeto se encuentra a una distancia de 12
cm de las esquinas, el objeto que se muestra en la esquina inferior izquierda es el
objeto nuevo.

5.1.5 Prueba de laberinto circular de Barnes

Uno de los paradigmas utilizados en la evaluacion de la memoria espacial en roedores
es el laberinto circular de Barnes (Barnes, 1979). Consiste en una plataforma circular de
madera de 120 cm de diametro, que contiene 18 agujeros de 10 cm de diametro distribuidos
en la periferia y espaciados de manera equidistante a una distancia de 10 cm de la orilla; la
plataforma se sitla sobre una base a 72 cm del suelo. Debajo de uno de los agujeros se
situd una caja de escape (27 x 12 x 9 cm), en el centro del laberinto se ubica una caja de
salida (27 x 12 x 9 cm). Sobre el laberinto se ubican dos lamparas de luz blanca de 160W
(Figura 9) para iluminar la plataforma y esta basado en la tendencia natural de los roedores a

buscar espacios oscuros y cerrados.

En la fase de habituacién, los animales fueron habituados a la sala de experimentacién

iluminada con luz roja, a la caja de salida y a la caja de escape respectivamente. Veinticuatro

27



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

horas después de la fase de habituacion se inicié la fase de aprendizaje o de adquisicion,
que consistio de 4 pruebas diarias durante 3 dias. Antes de cada ensayo, la sala de
experimentacion estuvo iluminada con luz roja; se introdujo al animal dentro de la caja de
salida durante 30 segundos. Cada ensayo comenzaba cuando de manera simultdnea se
levantaba la caja de salida, se apagaba la luz roja y se encendian las luces blancas que
representan el estimulo aversivo. En cada ensayo se le permitié al animal explorar el
laberinto por 4 minutos, el ensayo finalizé cuando el animal se introdujo en la caja de escape,
momento en el cual se apagaban las luces blancas y se volvia a encender la luz roja.
Pasados los 4 minutos, si el animal no encontraba la caja de escape, el experimentador lo
tomaba y lo introducia en la caja de escape durante 30 segundos; 5 dias después fue

realizada una prueba de memoria siguiendo el mismo procedimiento descrito antes.

Se grabaron todas las pruebas y a partir de estas se evalud la latencia de escape (el
tiempo desde que inicio la prueba hasta el momento en que el animal entré en el agujero de
escape), también fue evaluado el numero de errores (exploraciones de agujeros distintos al
que conduce a la caja de escape). Se consider6 un error de exploracion cuando el animal
introducia la cabeza en un agujero flexionando los hombros, mdltiples inclinaciones de
cabeza consecutivas en un solo agujero se cuentan como un solo error, también saltar a

través de un agujero incorrecto se considero error.

lamparas
agujeros
caja de
escape

Figura 9.- Esquema del laberinto circular de Barnes, se puede observar el
agujero que contiene la caja de escape, en la parte superior se
encuentran las lamparas de 160W cada una, las cuales generan el

estimulo aversivo. 28
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5.2. Morfologia Neuronal

5.2.1 Sujetos

Adicionalmente a los 2 grupos experimentales descritos anteriormente se afadieron 2
grupos mas de 8 ratas macho y 8 ratas hembra que no fueron sometidas a ninguna prueba
de conducta para realizar el analisis morfolégico de neuronas CAl y CA3 de hipocampo
dorsal, teniendo como total 32 animales divididos en cuatro grupos (8 hembras control y 8
hembras experimentales, 8 machos control y 8 machos experimentales). Los grupos control
se mantuvieron en cajas familiares bajo las condiciones antes mencionadas hasta el
momento de su sacrificio. Todos los procedimientos en este estudio se realizaron de acuerdo
con los lineamientos para la produccion, el cuidado y el uso de animales de laboratorio
publicados por SAGARPA México (NOM-062Z00-1999). Se realizaron todos los esfuerzos

para minimizar el sufrimiento animal y reducir el nimero de animales incluidos en el estudio.

5.2.2 Tincion Golgi-Cox

Una vez finalizadas las pruebas de aprendizaje y memoria, los cuatro grupos de ratas
fueron anestesiados con pentobarbital sédico (70mg/Kg) y se les realizé una perfusiéon
intracardiaca con solucion salina (0.9%). Los cerebros fueron extraidos y se colocaron en
solucion Golgi-Cox durante 14 dias en completa oscuridad (la solucion Golgi-Cox fue
renovada a los 7 dias por nueva solucion Golgi-Cox). Cumplidos los 14 dias la solucion
Golgi-Cox se reemplaz6 por una solucion de sacarosa al 30 %, en la cual los cerebros
permanecieron durante 3 dias antes de comenzarlos a cortar. Se realizaron cortes de 200 pum
al nivel del hipocampo dorsal, los cuales fueron obtenidos con un vibrotomo (vibrotomo
manual NVSL). Los cortes fueron colocados en laminillas gelatinizadas al 2% en una camara
humeda durante toda una noche.

Para el revelado de la tincion los cortes de tejido fueron tratados primero con agua

29



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

destilada durante 1 minuto, después se colocaron en hidroxido de amonio durante 30
minutos. Se volvieron a enjuagar en agua destilada por 1 minuto y se incubaron en fijador
rapido Kodak por 30 minutos. Se sometieron a un ultimo enjuague con agua destilada por 1
minuto y se procedid a deshidratarlas con soluciones cada vez mas concentradas de
alcoholes, al 50% (1 minuto), al 70% (1 minuto), al 95% (1 minuto) y dos bafos al 100%
durante 5 minutos (Gibb & Kolb, 1998). Por ultimo las laminillas se aclararon por 15 minutos

con xileno antes de ser montadas con resina sintética.

5.2.3 Andlisis morfolégico

Las células piramidales CA1 y CA3 del hipocampo dorsal se ubicaron con la ayuda del
atlas de Paxinos y Watson (1998) y fueron observadas bajo un microscopio LEICA con
camara lucida (Figura 10). Las neuronas piramidales fueron identificadas por la caracteristica
forma triangular del soma, sus dendritas apicales extendidas hacia la superficie pial y sus
numerosas espinas dendriticas. Se seleccionaron 10 neuronas para cada region del
hipocampo dorsal por rata tomando en cuenta los siguientes criterios: (1) morfologia
piramidal clara, (2) localizacion del soma en hipocampo dorsal CAl y dorsal CA3, (3) la
neurona debia tener una buena impregnacion, (4) la presencia de al menos tres dendritas
basolaterales primarias, y (5) un arbol dendritico apical completo. Cada neurona fue dibujada
con una amplificacion de 400x. Un total de 10 células (5 por hemisferio) fueron dibujadas

para cada cerebro individual.

Figura 10.- Microscopio
LEICA con cémara lucida

(Tomado de Kolb et al; 1998).
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La reconstruccion de cada arbol dendritico completo permitié cuantificar la longitud
dendritica mediante un analisis de Sholl (Sholl, 1953). Los arboles apical y basolateral fueron
analizados por separado. Una lamina transparente de circulos concéntricos equidistantes,
gue representan un intervalo de 10 um se coloc6 sobre el centro del cuerpo celular y el
namero de intersecciones dendriticas fue usado para estimar la longitud dendritica total y la
arborizacion dendritica (Figura 11). Cada segmento de rama fue contabilizado y sumado por
orden de ramificacién usando el procedimiento de Coleman y Riesen (1968): las ramas que
emergen ya sea del soma (basolateral) o de la dendrita apical primaria (apical) son de primer
orden, después de la primer bifurcacion, las ramas son consideradas de segundo orden, y
asi sucesivamente. La cuantificacion de cada orden de ramificacion usando este método
provee una indicacion de la complejidad del arbol dendritico. La estimacién de la densidad de
espinas dendriticas se realiz6 contando el nimero visible de espinas a lo largo del segmento
y se expres6 como el nimero de espinas/10 um. Las espinas dendriticas del tercer orden de
ramificacion fueron dibujadas con una amplificacion de 1000x en segmentos de al menos 10

um de longitud.

" |
Ig| .-3|| o il 'm'll . [ |
1f

Figura 11.- Método de circulos concéntricos de
Sholl (1953) para calcular la arborizacion
dendritica (Tomado de Kolb et al; 1998).
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5.3. Analisis estadistico

5.3.1 Andlisis de las pruebas cognitivas

En la prueba de actividad locomotora en campo abierto, se analizaron las siguientes
variables: la distancia recorrida total, la distancia recorrida en intervalos de 5 minutos y el
namero de heces. Para la distancia recorrida total se empleo la prueba de t de student para
muestras independientes con el sexo como variable independiente y la distancia recorrida
como variable dependiente. La distancia recorrida en intervalos de 5 minutos se evalu6
empleando un ANOVA de dos vias (p=0.05) con el sexo (macho o hembra), el intervalo
(5,10,15 minutos) y la interaccidn (sexo*intervalo) como variables categodricas, ademas para
determinar diferencias entre grupos se uso la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
Para analizar el numero de heces, debido a que la variable es de tipo discreta se utilizé un
modelo lineal generalizado con distribucién de error Poisson con el numero de heces como

variable dependiente y el sexo (macho o hembra) como variable independiente.

Para analizar el tiempo de latencia tanto en el laberinto acuatico de Morris como en el
laberinto circular de Barnes y debido a que los datos no reunian las condiciones de
normalidad e igualdad de varianzas para realizar un ANOVA, se optd por el analisis de
supervivencia, el cual se aplico usando el modelo de regresiéon de Tiempo de Falla Acelerado
(TFA). Este modelo es usado cuando la duracion de un evento es requerida y queremos
comparar las curvas de probabilidad de un evento influenciado por el tiempo. El modelo
estadistico incluye el sexo (machos o hembras) y los ensayos (13 ensayos) como variables
independientes y al tiempo de latencia como variable dependiente. Se usé el Criterio de
Informacién de Akaike (CIA; Crawley, 2007) para determinar si los datos se ajustaban a una
distribucion Weibull, exponencial, logistica o lognormal; el CIA nos indica qué distribucion
explica mejor el ajuste de los datos al modelo.

Para evaluar el nimero de errores cometidos en el laberinto circular de Barnes se

empled un modelo lineal mixto generalizado con distribucién de error Poisson con el sexo
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(macho y hembra) y el nimero de ensayos como factores fijos y la rata como factor
aleatorio.

Para la prueba de reconocimiento de objetos, debido a que los datos del tiempo de
exploracion no se ajustaron a una distribucion normal, se les realizé una prueba de
transformacion con el método de Boxcox (Krebs, 2013), una vez normalizados los datos, se
realizd una ANOVA factorial (p=0.05), considerando tres factores como variables
independientes: el sexo (macho o hembra), el tipo de objeto (nuevo o familiar) y la fase (30
minutos y 15 dias). Posteriormente se realizé una prueba de comparaciones mdultiples de
Tukey para ver diferencias entre los grupos.

El indice de discriminacion (d2) corresponde a la habilidad de discriminar entre los
objetos nuevos y familiares durante las fases t2 y t3; d2 se expresa por medio de la siguiente
férmula:

d2=(b—-a3)/e2
Donde:
b= tiempo de exploracién del objeto nuevo
a3= tiempo de exploracion del objeto familiar

e2= tiempo de exploracion del objeto familiar / tiempo de exploracion del objeto nuevo

El indice de discriminacion (d2) tiene un rango de -1 a 1, donde valores cercanos a -1
indican preferencia por el objeto familiar, 0 implica que no hubo preferencias por ningun
objeto y valores cercanos a 1 indican preferencia por el objeto nuevo (Van Goethem et al,
2012).

Los datos obtenidos del indice de discriminacion se analizaron con un ANOVA de dos
vias (p=0.05) con el sexo (macho o hembra) y el tipo de memoria (corto plazo o largo plazo)
como variables independientes, para ver diferencias entre niveles de las variables se uso una

prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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5.3.2 Andlisis de la Morfologia

El analisis de Sholl se evalu6 con un ANOVA de una via, considerando cada circulo
conceéntrico por separado. Como variable independiente se consider¢ al tratamiento (macho
control, hembra control, macho experimental, hembra experimental), y como variable
dependiente fue el nimero de intersecciones dendriticas.

La longitud dendritica por orden de ramificacion y la longitud dendritica total se analizé
con un ANOVA de una via, considerando a los tratamientos como variable independiente y a
la longitud como variable dependiente.

La densidad de espinas dendriticas igualmente se evalu6 con un ANOVA de una via
considerando como variable independiente a los tratamientos y como variable dependiente al

namero de espinas dendriticas.

Para todos los analisis se consideraron diferencias significativas cuando el valor de
p<0.05. Todo el procesamiento de datos y el andlisis estadistico se realizé con la ayuda del
programa R 3.2.2 (R Core Team, 2015) y los paquetes “survival” (Therneau, 2015) y “lme4”
(Bates et al; 2015).
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6. RESULTADOS

6.1. Pruebas Conductuales

6.1.1 Actividad locomotora en campo abierto

Los datos muestran diferencias entre la media de la distancia recorrida por las hembras
(M=34.875, o= 10.362, n=8) y la media de la distancia recorrida por los machos (p=20.300,
0= 6.310, n=8), (11,=3.3978, P=0.0055), 95% IC [5.189, 23.960], siendo las ratas hembras las

gue recorrieron mayor distancia cuando se comparan con los machos (Figura 12).

La actividad locomotora separada en intervalos de 5 minutos (Figura 13) muestra
diferencias significativas en los factores sexo (P=2.25e-05) e intervalo (P=4.42e-08). Tanto
hembras como machos recorrieron mayor distancia en el primer intervalo y disminuyeron la
distancia recorrida conforme pasaron los intervalos. No hay interaccién significativa entre el
sexo y los intervalos (P=0.928). Para conocer que grupos estan presentando las diferencias
se realizdé una prueba de comparaciones multiples de Tukey, la cual mostré que a pesar de
gue existen variaciones en la distancia recorrida entre intervalos, estos resultados no fueron

estadisticamente significativos.

Actividad Locomotora Total

*

T Figura 12.- Actividad Locomotora
J_ Total. Se muestra la distancia que
30 o recorrieron tanto machos como
hembras. Las hembras recorrieron
mayor distancia que los machos
(t=3.3978, P=0.0055). Las barras
representan el EE. El asterisco (*)
indica diferencias significativas.

Distancia (m)

10 —

0 T
Hembras Machos
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En cuanto a las heces (Figura 14), el andlisis mostré que no existieron diferencias

significativas entre el nimero de heces producidas por hembras y machos (P=0.1145).

20

—y
wn

Distancia Recorrida (m)
=

Numero de Heces

Actividad Locomotora en Intervalos de 5 minutos

4 Machos
e Hembras

6 8 10 12 14

Intervalos de tiempo

Heces

| |
Hembras Machos

Sexo

Figura 13.- Actividad
Locomotora en Intervalos de 5
Minutos. Se observan las
variaciones en la distancia
recorrida tanto de machos y
hembras en intervalos de 5
minutos. En cada intervalo los

ambos, hembras y machos
recorrieron menor distancia
(P=4.42e-08). Las barras
representan el EE.

Figura 14.- Actividad
Locomotora en Campo

Abierto. NUmero de Heces.
No se observan diferencias
significativas en el numero de

heces producidas entre
hembras y machos
(P=0.1145). Las barras

representan el EE.
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6.1.2 Laberinto acuatico de Morris

Los datos se ajustaron mejor a una distribucién lognormal. EI modelo de regresiéon

(AFT) del analisis de supervivencia indica que no hay diferencias entre sexos (P=0.2211),

también nos muestra que entre los ensayos hay diferencias significativas (P<0.0001) lo que

nos indica que los animales fueron aprendiendo la localizacion de la plataforma a lo largo de

los ensayos y por lo tanto invirtieron menos tiempo en alcanzarla y subirse a ella (Figura 15).

70
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50

40
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20

Latencia de Escape (s)
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Laberinto Acuatico de Morris

4 Machos

® Hembras

Ensayos pordia

N
S B e SR,

| | I I
2 3 4 5 6

Figura 15.- Laberinto Acuatico de Morris. Tanto machos como hembras aprendieron la
ubicacion de la plataforma a lo largo de los 24 ensayos, lo cual se puede observar entre los
dias que realizaron la prueba, a pesar que su desempefio muestra variaciones, estas no son
estadisticamente significativas. Las barras representan el EE.
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6.1.3 Laberinto circular de Barnes

En cuanto a la latencia de escape en el laberinto circular de Barnes, el modelo de regresién
se ajustd mejor a una distribucion lognormal. Nuevamente el sexo no influye en el
desempeiio de los animales en la prueba (P=0.4086), conforme van pasando los ensayos los
animales van aprendiendo la localizacién del agujero con la caja de escape (P<0.0001), lo
cual se ve reflejado en los tiempos de latencia cada vez menores que van teniendo (Figura
16).

Para el numero de errores cometidos por los animales, el modelo lineal mixto
generalizado muestra que el sexo no influye de manera significativa sobre los errores que
cometen las ratas (P=0.1034), aunque entre ensayo y ensayo hay una diferencia significativa
(P<0.0001), lo que indica que hembras y machos cometieron menos errores conforme
pasaron los ensayos; la interaccidon del sexo y los ensayos no muestra diferencias
significativas (P=0.7534) (Figura 17).

Laberinto Circular de Barnes
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Ensayos por dia

Figura 16.- Laberinto Circular de Barnes. El desempefio de machos y hembras fue
similar a lo largo de los dias de pruebas. Las barras representan el EE.
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Laberinto Circular de Barnes
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Figura 17.- Niumero de Errores en el Laberinto Circular de Barnes. Conforme
pasaron los ensayos los animales cometieron un menor nimero de errores. Las
barras representan el EE.

6.1.4 Prueba de reconocimiento de objetos

El sexo no influye en el desempeiio de los animales en esta prueba (P=0.8644), pero el
tipo de objeto (nuevo o familiar) si presenta diferencias significativas (P<0.0001), lo que nos
indica que los animales si estan teniendo preferencia por el objeto novedoso; la fase de
memoria (corto plazo o largo plazo) también esta influyendo en los resultados de la prueba
(P=0.0028), ninguna de las interacciones (sexo*objeto, sexo*fase, objeto*fase vy
sexo*objeto*fase) es significativa. Para conocer qué grupos estan presentando diferencias se
realizd una prueba de comparaciones multiples de Tukey, la que nos indica que para el tipo
de objeto hay diferencias entre el tiempo de exploracion del objeto nuevo respecto al objeto
familiar tanto en hembras (P<0.0001) como en machos (P<0.0001). Para la fase de memoria,
la prueba post hoc muestra que los animales tanto a los 30 minutos (P<0.0001) como a lo 15

dias (P<0.0001) estan diferenciando entre el objeto nuevo y el familiar (Figuras 18 y 19).
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Machos

O Objeto nuevo
g —|| ™ Objeto familiar

s

Tiempo de Exploracion (min)

Largo plazo Corto plazo

Fase de Memoria

Hembras

O Objeto nuevo
g | ™ Objeto familiar

Tiempo de Exploracion (min)
*

Largo plazo Corto plazo

Fase de Memoria

Figura 18.- Prueba de
Reconocimiento de
Objetos en Machos. Los
animales pasaron mas
tiempo explorando los
objetos nuevos. El
asterisco (*) indica una
P<0.05. Las |barras
representan el EE.

Figura 19.- Prueba de
Reconocimiento de
Objetos en Hembras. Las
hembras exploraron en
mayor medida los objetos
nuevos en ambas fases
de memoria. El asterisco
(*) indica una P<0.05.
Las barras representan el
EE.
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Para el indice de Discriminacion (Figura 20), el andlisis de varianza (ANOVA) muestra
que el efecto del sexo (P=0.13011) no es diferente en la preferencia que presentan los
animales a los objetos tanto en la fase de memoria a corto plazo como en la memoria a largo
plazo, pero el tipo de memoria si influye en las diferencias del indice de reconocimiento
(P=0.00251). La prueba post hoc de Tukey muestra que la preferencia que presentan los
animales por el objeto novedoso disminuye en la fase de memoria a largo plazo con relacion
a la fase de memoria a corto plazo, lo cual presenta diferencias significativas en machos
(P=0.02837) pero no en hembras (P=0.4761).

indice de Discriminacion

0.7

B Corto Plazo

06 O Largo Plazo

Indice

0.2

0.1 —

0.0 ~

Hembras Machos

Sexo

Figura 20.- indice de Discriminacion (d2) en la Prueba de
Reconocimiento de Objetos. Se observa una disminucién en el
indice conforme a la fase de la memoria, aunque solo resulta
significativo en los machos. El asterisco (*) representa una
P<0.05. Las barras representan el EE.
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6.2 Morfologia Neuronal

Se logré una adecuada impregnacion de la tincién Golgi-Cox en las neuronas (Figura
21) de la regién CA1l. Se pueden observar claramente los arboles basolaterales y apicales.

Control - Experimental

Figura 21.- Microfotografias de neuronas piramidales CA1l. A) Neurona piramidal CA1 de Hembras
Control. B) Neurona piramidal CA1 de Hembras Experimental. C) Neurona piramidal CA1 de Machos
Control. D) Neurona piramidal de Machos Experimental. Notese que la arborizacion apical de HE y ME
presenta mayor longitud en sus ramificaciones respecto de los grupos control. La magnificacion en las
fotografias de las neuronas es de 400x en el microscopio y un zoom de 1.6x en la camara fotografica. La

barra representa una escala de 50 um. Este ? simbolo representa Hembras y este &' representa Machos.
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Asimismo se muestran los segmentos dendriticos con espinas (Figura 22) de la regién
CALl en los cuatro grupos. Se observan los segmentos dendriticos de las hembras control y
hembras experimental (Figura 22A y Figura 22B), asi como de los machos control y machos
experimental (Figura 22C y Figura 22D).

Control Experimental

Figura 22.- Espinas
dendriticas de la region
CAl. A Segmento
- dendritico de Hembras
Control. B) Segmento
dendritico de Hembras
Experimental. C)
Segmento dendritico de
Machos  Control. D)
Segmento dendritico de
Machos Experimental.
Obsérvese que los
segmentos dendriticos de
los grupos
experimentales presentan
mayor namero de
espinas dendriticas que
los segmentos de los
grupos control. La
magnificacion en las
fotografias de las espinas
es de 1000x en el
microscopio y un zoom
de 4x en la camara
fotografica La  barra
representa una escala de

10 um. Este 2 simbolo
representa Hembras vy

_este & representa
Machos.
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Igualmente se logr6 una adecuada impregnacion de la tinciébn Golgi-Cox en las
neuronas de la regiébn CA3 (Figura 23). Se pueden observar claramente los arboles

basolaterales y apicales.

Control

Figura 23.- Microfotografia de neuronas piramidales CA3. A) Neurona piramidal CA3 de Hembras Control.
B) Neurona piramidal CA3 de Hembras Experimental. C) Neurona piramidal CA3 de Machos Control. D)
Neurona piramidal CA3 de Machos Experimental. Nétese que en las neuronas CA3 tanto la arborizacién
apical como basal en muy similiar entre los grupos. La magnificacion en las fotografias de las neuronas es de
400x en el microscopio y un zoom de 1.6x en la cAmara fotogréfica. La barra representa una escala de 50

um. Este ¢ simbolo representa Hembras y este &' representa Machos.
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Se observan los segmentos dendriticos con espinas (Figura 24) de la region CA3 en los

cuatro grupos. Se muestran los segmentos dendriticos de las hembras control vy

experimentales (Figura 24A y Figura 24B), asi como de los machos control y experimental

(Figura 24C y Figura 24D).
Control Experimental

B
?

Figura 24.- Espinas dendriticas
de la region CA3. A) Segmento
dendritico de Hembras Control.
B) Segmento dendritico de
Hembras Experimental. C)
Segmento dendritico de Machos
Control. D) Segmento dendritico
de Machos Experimental.
Obsérvese que los segmentos
dendriticos de los grupos
experimentales presentan mayor
namero de espinas dendriticas
gue los segmentos de los grupos
control. La magnificacién en las
fotografias de las espinas es de
1000x en el microscopio y un
zoom de 4x en la cémara
fotogréfica. La barra representa

una escala de 10 pm. Este ¢
simbolo representa Hembras y

este J' representa Machos.
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6.2.1 Analisis de Sholl

Para la Arborizacion apical de las neuronas CA1 del hipocampo, el ANOVA mostré que

las hembras experimentales tuvieron un incremento del nimero de intersecciones dendriticas

respecto de las hembras control (Figura 25A) en los circulos concéntricos 2 (P=0.0368), 6
(P=0.0369), 8 (P=0.0413), 11 (P=0.0423), 12 (P=0.0144) y 13 (P=0.0278), mientras que los

machos experimentales mostraron incrementos en el nUmero de intersecciones dendriticas

respecto de los machos control (Figura 25B) en los circulos concéntricos 13 (P=0.0371), 14
(P=0.0194), 15 (P=0.0199), 16 (P=0.0031), 17 (P=0.0049), 18 (P=0.0011), 19 (P=0.0080), 20

(P=0.0376), 21 (P=0.0409) y 23 (P=0.0370).

Arborizacion Apical CA1

Hembras

" HC
1. « HE

Namero de Intersecciones Dendriticas

/ R
3 “i& iié_\_;
2 .f".“f *HE=HC | \% )
N J ;‘i;._\ _
o t
o u™
(l) ; 1|0 1I5 2|0 2|5 slo

Circulos Concéntricos

Machos
B) 4 MC
TN ME |
A
) } 1 + os | A
AT +
C. 1 ih
A%‘ h
‘ By Y '._\)\
- ‘f _¥E
&l A
) ;; _ + *
F PRy
/ ' éA ’;
| MME=MC SIS
Y -
i taldg
i ix
A
| | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Circulos Concéntricos

Figura 25.- Neuronas CA1, Arborizacién Apical. A) Se observan incrementos en el nimero de
intersecciones dendriticas en las hembras que realizaron las pruebas. B) Igualmente los Machos
Experimentales presentaron incrementos despues de realizar las pruebas cognitivas. Los * representan una
P<0.05 entre hembras experimental y hembras control, las A representan una P<0.05 entre machos
experimental y machos control, las & representan una p<0.05 entre machos control y hembras control. Las
barras representan el EE. HC: Hembras Control, HE: Hembras Experimental, MC: Machos Control, ME:

Machos Experimental.
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En cuanto a la arborizacién basal de las neuronas hipocampales CA1, el analisis reveld

gue solamente existieron incrementos en el nimero de intersecciones dendriticas entre los

machos experimentales comparados con los machos control (Figura 26B) en los circulos
concéntricos: 5 (P=0.0067), 6 (0.0235) y 7 (P=0.0144).
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Para la arborizacion apical de las neuronas CA3 del hipocampo dorsal (Figura 27), el

analisis no mostré incrementos ni decrementos estadisticamente significativo entre ningun

grupo.
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En cuanto a la arborizacion basal de las neuronas hipocampales CA3 (Figura 28), el

analisis revel6 que no existieron incrementos o decrementos estadisticamente significativos

entre ningun circulo concéntrico de ningun grupo.
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6.2.2 Longitud Dendritica por Orden de Ramificacion

Para la arborizacion apical de las neuronas CAl del hipocampo dorsal, el ANOVA

mostré que la longitud de los o6rdenes de ramificacion 1 (P=0.0227) y 3 (P=0.0067)

incrementaron cuando comparamos a las hembras experimentales con las hembras control

(Figura 29A). También mostré que los machos experimentales incrementaron su longitud

dendritica respecto de los machos control en el primer (P=0.0003) orden de ramificacion
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(Figura 29B).
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Para la arborizacién basal de la regién CA1, a pesar que se observan variaciones en la
longitud dendritica, el analisis indicO que no existieron incrementos ni decrementos
estadisticamente significativos en la longitud dendritica en ningun orden de ramificacion entre

ninguno de los grupos (Figura 30).
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Igualmente para las arborizaciones apicales (Figura 31) y basales (Figura 32) de las
neuronas CA3 del hipocampo dorsal, existieron variaciones en la longitud entre los grupos,
sin embargo, el analisis mostré que no hay diferencias significativas en la longitud dendritica

por orden de ramificacién entre ninguno de los grupos.
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6.2.3 Longitud Dendritica Total

En cuanto a la longitud dendritica total, el ANOVA mostré que para la arborizacion apical
de las neuronas CA1 (Figura 33A), el efecto del tratamiento fue significativo (P=0.0001), por
lo que se realiz6 la prueba post hoc de Tukey, el cual reveld que las hembras experimentales
incrementaron su longitud dendritica respecto de las hembras control (P=0.0243) y que los
machos experimentales también incrementaron la longitud dendritica comparados con los
machos control (P=0.0025). Sin embargo para la arborizacién basal de las neuronas CAl
(Figura 33B), la arborizacion apical de las neuronas CA3 (Figura 33C) y la arborizacion basal
de las neuronas CA3 (Figura 33D) las longitudes dendriticas no presentaron diferencias

significativas.

6.2.4 Densidad de Espinas Dendriticas

Para la densidad de espinas dendriticas, el ANOVA mostro que el efecto del tratamiento
es significativo (P<0.0001), en la region apical de las neuronas CA1 (Figura 34A), el post hoc
reveld que las hembras experimentales incrementaron la densidad de espinas respecto de
las hembras control (P=0.0054) y que los machos experimentales también incrementaron la
densidad de espinas en comparacion con los machos control (P=0.0002). El analisis también
mostré que el efecto del tratamiento es significativo (P<0.0001) en la region basal de las
neuronas CA1l (Figura 34B), el post hoc encontr6 que tanto hembras experimentales
(P=0.0015) como machos experimentales (P=0.0006) incrementaron la densidad de espinas
dendriticas respecto de sus grupos controles.

La densidad de espinas dendriticas en la region apical de las neuronas CA3 (Figura
34C) es significativa (P<0.0001). La prueba de Tukey revel6 que los hembras experimentales
presentaron incrementos en la densidad de espinas con respecto a las hembras control
(P=0.0289) y que la densidad de espinas dendriticas en machos experimentales incremento
en comparacion con los machos control (P=0.0074). Finalmente en la regién basal de las

neuronas CA3 (Figura 34D) el efecto del tratamiento es significativo (P<0.0001) y el post hoc
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mostré que las hembras experimentales (P=0.0011) y que los machos experimentales
(P=0.0046) presentaron incrementos estadisticamente significativos en la densidad de

espinas dendriticas en comparacion a sus grupos controles.
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Figura 33.- Longitud Dendritica Total. A) Region Apical CAl, B) Region Basal CA1, C)Regién Apical
CA3, D) Region Basal CA3. Los * representan una P<0.05 entre hembras experimentales y hembras
control, A representa una P<0.05 entre machos experimentales y machos control. Las barras
representan el EE. HC: Hembras Control, HE: Hembras Experimental, MC: Machos Control, ME:
Machos Experimental.
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Figura 34.- Densidad de Espinas Dendriticas. A) Region Apical CAl, B) Region Basal CA1, C)Region
Apical CA3, D) Regién Basal CA3. Los * representan una P<0.05 entre hembras experimentales y
hembras control, A representa una P<0.05 entre machos experimentales y machos control. Las
barras representan el EE. HC: Hembras Control, HE: Hembras Experimental, MC: Machos Control,
ME: Machos Experimental.
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En las siguientes tablas se presenta un resumen de los cambios observados por el
efecto del entrenamiento cognitivo sobre la morfologia del hipocampo dorsal de ratas macho
y de ratas hembra. Se muestran el resumen de los cambio en la regiéon CAl (Tabla 1) y los

cambios en la regién CA3 (Tabla 2).

Tabla 1. Resultados del efecto del entrenamiento cognitivo sobre la region CA1

Tabla 2. Resultados del efecto del entrenamiento cognitivo sobre la region CA3

ns: no significativo

Regidn
Sexo | Tratamiento Apical CA1 Basal CAl

Sholl LOR Total Espinas Sholl LOR Total Espinas
Machos | Experimental| 44 180 * 46.17%* | 46.17% * | 28.25% * |24.53% *| 24.53%mns | 24.50% ns 30.32% *

Control 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Hembra | Experimental 29.91% * 29.12% * | 29.24% * 20.59% * | 8.93%ns| 8.99% ns 8.99% ns 27.17% *

: Control 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

*:p<0.05

Regidn
Sexo | Tratamiento Apical CA3 Basal CA3
Sholl LOR Total Espinas Sholl LOR Total Espinas
Machos | Experimental -1.53% ns -11.43% ns | -1.57% ns 78.00% * 18.98% | 18.98%mns | 18.69% ns 22 520, *
ns
Control 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Hembra | Experimental 3.20% ns 2.96% ns | 3.39% ns 24.58% * 16.49% | 13.17%mns | 16.49% ns 25.76% *
s ns
Control 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
*:p<0.05

ns: no significativo
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7. Discusion

En este estudio se analizd6 el desempefio de ratas Long Evans en las pruebas
conductuales de el laberinto acuéatico de Morris, el laberinto circular de Barnes y la prueba de
reconocimiento de objetos tanto de ratas hembras como de ratas machos quienes se
desempefiaron de manera similar. Unicamente en la prueba de actividad locomotora en
campo abierto obtuvimos desempeiios diferentes entre los sexos, donde observamos que las
hembras recorrieron una distancia mayor que los machos, lo cual concuerda con varios
autores que mencionan que las hembras son generalmente mas activas que los machos
(valle, 1970., Masur et al; 1980).

La prueba de actividad locomotora en campo abierto ha sido utilizada ampliamente
como una medida de “emocionalidad” o “miedo” (Archer, 1973), de esta manera las
diferencias en la locomocién, en la defecacién, y en el tiempo que pasan cerca de las
paredes o esquinas relativas al centro del campo, han sido utilizados como indices de
“reactividad emocional” (Alstott & Timberlake, 2009). Las diferencias en la distancia recorrida
entre ratas macho y ratas hembra concuerdan con lo reportado por Tropp y Markus (2001),
quienes mencionan que los machos son menos reactivos durante una tarea de exploracion
debido a que son mas ansiosos cuando son colocados en un ambiente nuevo, aunque los
resultados de la defecacion no revelan diferencias de la “emocionalidad” entre los sexos. Sin
embargo como menciona Archer (1973) es dificil atribuir estos parametros (locomociéon y
defecacidén) como respuestas de componentes “emocionales” en los animales, por lo que las
subsecuentes diferencias entre los sexos pueden no originarse de diferencias en los niveles
de “emocionalidad”, si no ser la consecuencia de disparidades en la manera en la cual las
hembras y los machos exploran su ambiente (Tropp & Markus, 2001; Alstott & Timberlake,
2009).

Investigaciones previas han mostrado una ventaja de las ratas macho en memoria
espacial, debido en parte a algunas diferencias en las estructuras neuronales, asi como

cambios conductuales en la memoria por efecto del estrés (Masur et al; 1980., Alstott &
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Timberlake, 2009) o de otros factores como la edad o la cepa. Al respecto, Hyde & Jerussi
(1983) reportaron que la edad a la cual se observan diferencias entre sexos en la ejecucion
de esta prueba es a las 8 semanas, la misma edad en la que los animales fueron sometidos
al trabajo cognitivo en este estudio. lgualmente los machos se mueven mas lentamente,
posiblemente explorando mas a fondo. Por esta razon, los machos pueden retener mejor la
informacion espacial acerca del ambiente que las hembras (Alstott & Timberlake, 2009).
Ahora bien, ¢por qué en las otras pruebas conductuales no se observan diferencias en las

variables medidas entre los sexos?

Jonasson (2005) realiz6 un meta-analisis, el cual mostrd claramente la existencia de
robustas ventajas de las ratas macho sobre las ratas hembra en la memoria de trabajo y la
memoria de referencia. Sin embargo en nuestro trabajo no se observan diferencias sexuales
en la ejecucién de las pruebas de laberintos, esto puede deberse a lo reportado por varios
estudios, los cuales mencionan que existen variables cualitativas relevantes que pueden
influir en la magnitud de las diferencias sexuales en estas tareas, dichas variables son: la
especie, la cepa, la edad, el estrés, el preentrenamiento, el ambiente de crianza, la
complexidad del protocolo y las variaciones metodolégicas (Jonasson, 2005; Coluccia &
Louse, 2004).

Diferencias sexuales en la cognicion han sido relacionadas a la cepa, por ejemplo
diferencias en la ejecucion de pruebas de aprendizaje y memoria han sido encontradas mas
frecuentemente en ratas albinas que en ratas pigmentadas (Blokland et al; 2006); esto se
debe a que las cepas de ratas albinas son mas “ansiosas” y “emocionales” que las ratas de
cepas pigmentadas (Harris et al; 2008). Otra explicacién es lo que menciona Perrot-Sinal y
colaboradores (1996) que el preentrenamiento elimina las posibles ventajas de los machos
en el desempefio de pruebas cognitivas; esto lo podemos relacionar con la prueba de
actividad locomotora, la cual sirvi6 como medio para comenzar a manipular a los animales y
para reducir el estrés generado por la exposicion a ambientes novedosos; esto sumado al
tipo de cepa que se empleo en el presente trabajo puede estar explicando el desempefio de

los animales en las pruebas.
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En la prueba de reconocimiento de objetos consideramos otras variables que nos
pueden ayudar a comprender mejor el efecto del sexo sobre el desempefio de los animales;
esta prueba se basa en la tendencia natural de los roedores para explorar los estimulos y
ambientes novedosos (Carlini, 2011; Dudchenko, 2004., Ennaceur, 2010; Van Goethem et al;
2012., Mathiasen & DiCamillo, 2010; Torres et al; 2007). Por ejemplo, el tiempo que pasaron
los animales explorando los objetos nuevos fue mayor que el tiempo que exploraron los
objetos familiares en las fases de memoria a corto plazo y memoria a largo plazo. No
obstante no se observaron diferencias entre hembras y machos, resultados que concuerdan
con lo reportado por Van Goethem y colaboradores (2012). Sin embargo, el indice de
discriminacion, el cual es una medida de la preferencia que muestran los animales hacia un
tipo de objeto (nuevo o familiar), mostr6 que sélo los machos presentaron diferencias
significativas en la preferencia que muestran hacia los objetos entre las fases de memoria a
corto y largo plazo. Esto puede indicar un mayor deterioro en la capacidad de recordar
(Carlini, 2011). La preferencia por objetos nuevos depende de varios factores entre ellos el
sexo. Dentro del sexo, el estrés puede estar afectando el desempefio de los animales, por
ejemplo; las hembras tienden a responder mas pobremente al estrés y asi su rendimiento
espacial puede verse sin cambios o puede ser potenciado (Harris et al; 2008, Tropp &
Markus, 2001).

En cuanto al efecto del entrenamiento cognitivo sobre la morfologia neuronal del
hipocampo dorsal, los resultados muestran que la realizacion de estas pruebas causo un
incremento en el material dendritico, principalmente en la arborizacion apical de las neuronas
piramidales de la regién CA1; los machos presentaron un incremento de 46%, mientras que
las hembras tuvieron un incremento de 29%, este gran porcentaje de incrementos puede ser
debido a la realizacion de varias pruebas cognitivas sobre los mismos animales, como lo
menciona Muhammad y colaboradores (2013), quienes realizaron dos pruebas cognitivas

sobre los mismos animales y encontraron un incremento del 25 al 35%.

La separacion anatomica de las dendritas de las neuronas piramidales hipocampales en

60



Diferencias morfologicas de neuronas piramidales CA1l y CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra y macho juveniles
sometidas a entrenamiento cognitivo.

dendritas apicales y basales implica que tienen diferentes funciones. Al respecto, estudios
previos en la neocorteza en desarrollo han demostrado claramente que las dendritas apicales
y basales responden de manera diferenciada a las alteraciones en la actividad neuronal
(Nishimura et al; 2011). El analisis de Sholl del arbol apical de la region CA1 muestra que las
hembras experimentales (HE) incrementaron el nimero de intersecciones dendriticas en
circulos concéntricos proximos al soma, mientras que los machos experimentales (ME)
incrementaron sus intersecciones dendriticas en circulos distales al soma, estos resultados
concuerdan con lo reportado por Juraska y colaboradores (1989), quienes atribuyen estas
diferencias a los patrones de conectividad que reciben estas neuronas (Juraska et al; 1989).
Las principales entradas excitatorias que reciben las neuronas CAl llegan de la corteza
entorrinal (CE) y de las neuronas CA3. Entradas directas de las neuronas piramidales de la
capa lll de la CE proyectan hacia las neuronas CAl a través de la via perforante (VP). Las
entradas de la VP selectivamente inervan las dendritas apicales distales, en el estrato
lacunosum-moleculare. Entradas adicionales desde el nucleo reuniens del talamo y el nacleo
basolateral de la amigdala también inervan a las neuronas CA1 por medio de sinapsis en las
dendritas apicales distales. También entradas desde las neuronas CA3 por medio de las
colaterales de Schaffer forman sinapsis en las dendritas apicales en el estrato radiatum
(Pokorny & Yamamoto, 1981; Spruston & McBain, 2007., Watanabe et al; 2014).

Ahora bien, ¢a qué se debe que la arborizacion apical de las neuronas de la regién CA1
presente mayor porcentaje de incremento dendritico? La region principal de entrada y salida
hipocampal para informacion espacial es el area CA1 (Gigg, 2006; Hoge & Kesner, 2007).
Esta area recibe entradas en paralelo desde corteza entorrinal via la region CA3 y
directamente desde la capa lll de la corteza entorrinal, formando un circuito que es altamente
especifico, el circuito entorrinal-CAl-subiculo (Naber et al; 2001., Kloosterman et al; 2004), el
cual esta principalmente involucrado en la representacion mental del ambiente (Gigg, 2006).

Dado que las pruebas conductuales realizadas se enfocan principalmente en la
memoria espacial una conclusién logica es que la entrada de informacion espacial esta

repercutiendo en la arborizacién apical de estas neuronas y puede ser importante para la
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formacién de la memoria. Otros estudios parecen demostrar una disociacion entre el
hipocampo dorsal CA3 y el hipocampo dorsal CAl en términos del procesamiento temporal
de la informacion visual de objetos, basados en la idea de que el hipocampo dorsal CA3
media la memoria a corto plazo y que el hipocampo dorsal CA1 media la memoria intermedia
y su subsecuente consolidacién, igualmente la subregiéon CA1l parece tener procesos
celulares que responden a la memoria a largo plazo a diferencia de la subregion CA3 (Hoge
& Kesner,2007).

En cuanto a la densidad de espinas dendriticas, los resultados muestran que el
entrenamiento cognitivo genero incrementos tanto de la arborizacion apical como de la
arborizacion basal de las neuronas de las regiones CA1 y CA3 sin mostrar indicios de
dimorfismo sexual. Las espinas dendriticas no son estructuras estaticas y pueden cambiar en
respuesta a sefiales ambientales o a la activacion de receptores mediados por
neurotrasmisores (Spruston & McBain, 2007). Moser y colaboradores (1994) reportaron
incrementos en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas CA1 en ratas que fueron
entrenadas en tareas de habilidad espacial. Gonzalez-Ramirez y colaboradores (2014)
también reportaron un incremento en la densidad de espinas dendriticas de ratas jovenes y
adultas entrenadas en el laberinto acuatico de Morris.

Las espinas dendriticas son especializaciones estructurales, funcionales y los
principales sitios donde las neuronas reciben y procesan la informacion aferente excitatoria
(von Bohlen und Halbach, 2009), ademas de que representan la base fisica para el
aprendizaje y la memoria (Gonzalez-Burgos, 2012). Un fendmeno que actualmente es el
mejor candidato para explicar los mecanismos celulares y moleculares de la plasticidad
sindptica es la potenciacion a largo plazo (PLP) (Sweatt, 2009). La PLP desencadena vias de
sefalizacion intracelular que incluyen diferentes familias de proteinas, las cuales actian de
una manera coordinada, interactuando unas con otras, y formando complejos especificos
para ejercer su efecto sobre la dinamica de actina y por lo tanto, sobre la morfologia de las
espinas dendriticas (Ferrari & Goda, 2009; Yuste, 2010., Gonzélez-Burgos, 2012).

Pero ¢ por qué los cambios dendriticos s6lo son prominentes en la arborizacion apical

de la regibn CA1l mientras que los cambios en las densidades de espinas dendriticas se
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observan tanto en las arborizaciones apicales y basales de las regiones CA1 y CA3? Una
explicacion es lo que menciona Kolb y colaboradores (1998), que la arborizacion dendritica y
la densidad de espinas dendriticas son procesos independientes; de esta manera, puede
haber incremento en la densidad de espinas dendriticas sin que exista incremento en la

arborizacién dendritica.

La tradicion de desarrollar experimentos conductuales en ratas macho puede ser
enlazada al descubrimiento temprano de cambios relacionados al ciclo estral en la actividad
locomotora. Sin embargo, como mencionan Beery & Zucker (2011), las diferencias sexuales
en cualquier caso, son incompletamente explicadas por accidén de las hormonas sexuales, de
esta manera algunas diferencias sexuales pueden ocurrir s6lo en ciertos ambientes o a

edades especificas.
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8. Conclusiones

La estimulacion cognitiva por medio de pruebas de aprendizaje y memoria favorece los
cambios plasticos en el hipocampo dorsal de manera diferencial entre las arborizaciones
dendriticas y la densidad de espinas dendriticas. De esta manera los incrementos en la
arborizacion apical de la region CA1 estan relacionados con diferencias entre la conectividad
y las funciones que juegan las arborizaciones de estas neuronas. Los incrementos en la
densidad de espinas dendriticas observados en todo el hipocampo dorsal recalcan el papel
de estas estructuras en el procesamiento de la informacion. A pesar de existir variaciones de

los cambios morfolégicos entre los sexos, estos no dan indicios de un dimorfismo sexual.
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La experiencia obtenida en un entrenamiento conductual altera la morfologia neuronal de
muchas especies y de algunas regiones cerebrales; esta plasticidad es un proceso en
marcha que puede ser observado y medido en multiples niveles. Hay evidencias de que ratas
juveniles y adultas muestran un incremento en la longitud dendritica en respuesta a
alojamientos complejos, y cambios sindpticos y morfolégicos como consecuencia del
aprendizaje. El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de experiencias cognitivas sobre
la morfologia neuronal del hipocampo en ratas hembra y ratas macho juveniles, a través de
varias pruebas conductuales y establecer un posible dimorfismo sexual como resultado del
efecto de aprendizaje y memoria. Se emplearon 24 ratas Long Evans, 12 hembras y 12
machos divididos en 4 lotes de 6 ratas cada uno. A las ratas se les someti0 a tareas
cognitivas a través de la prueba de actividad locomotora en campo abierto, el laberinto
acuatico de Morris, el laberinto circular de Barnes y la prueba de reconocimiento de objetos.
Posteriormente se realizé el andlisis morfolégico de neuronas CAl y CA3 de hipocampo
dorsal mediante la técnica de Golgi-Cox. Se observaron diferencias respecto del sexo en la
prueba de actividad locomotora en campo abierto (p=0.028) y en el laberinto acuatico de
Morris (p=0.014). Se obtuvo un incremento en la arborizacion dendritica apical (p=0.0001) y
basal (p=0.037) de las neuronas CAl de las ratas sometidas a las pruebas, también se
observé un incremento en la densidad de espinas dendriticas apical y basal de las neuronas
CAl y CA3 de las ratas sometidas a las tareas cognitivas. La experiencia en pruebas
cognitivas provoco un incremento en la arborizacidon dendritica de neuronas CAl del
hipocampo y un incremento en la densidad de espinas de las neuronas CAl y CAS3, sin
diferencias relacionadas con el sexo.

74



