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Resumen

La deprivacion del sistema visual induce una perturbacién en los patrones de conectividad
dendritica, axonal y sindptica de la corteza visual y de otras regiones del SNC, debido a que un
individuo deprivado de una modalidad sensorial se vuelve capaz de explotar otra modalidad
sensorial que si esta disponible para percibir propiedades del entorno que normalmente son
percibidas por la modalidad deprivada, en un proceso conocido como sustitucidon sensorial.
Conocer los procesos que promueven la sustitucién sensorial permitird observar y analizar
nuevas formas de aprendizaje y memoria, el desarrollo de nuevas tecnologias y sistemas para la
compensacion de la pérdida sensorial. Se analizé el efecto de la deprivacién visual en procesos
de aprendizaje y memoria espacial y arborizacién dendritica. Se emplearon tres grupos
experimentales, animales criados en condiciones de obscuridad desde antes del nacimiento
(0:24pre), animales criados en total obscuridad a partir del nacimiento (0:24post) y animales
criados en condiciones de luz-obscuridad 12:12 (control). A los 65 dias de edad, los animales
fueron sometidos a una prueba de aprendizaje y memoria en una arena semicircular en la que
se encontraba un altavoz que reproducia un sonido constante de 4000hz a 55 dB y que marcaba
el camino a una recompensa alimenticia. A los 70 dias de edad, a los animales se les practico
eutanasia para obtener los cerebros, tefiirlos mediante la técnica de Golgi-Cox y analizar
arborizacién dendritica de neuronas de corteza visual primaria (V1B) y corteza auditiva primaria
(Aul) mediante la técnica de Sholl. Las ratas del grupo 0:24pre recorrieron la menor distancia
durante la prueba, realizaron la prueba en menor tiempo, y recorrieron la arena y el camino de
recompensa con mayor velocidad. Corteza V1B: se encontré una disminucion de la longitud
dendritica en el primer orden de ramificacion y un aumento en el cuarto orden de ramificacion
del arbol basilar; en el arbol apical se registré una disminucidn en el nimero de intersecciones
dendriticas del grupo 0:24pos con respecto al grupo 0:24pre. Corteza Aul: se observd un
aumento en el nimero de intersecciones dendriticas al nivel medio del arbol basilar de las
neuronas de las ratas del grupo 0:24pre y 0:24pos respecto del grupo control; asimismo, la
longitud dendritica de las neuronas es menor en el primer orden de ramificacién y mayor en el
segundo y tercer orden de ramificacidn, sin embargo, la densidad de espinas dendriticas cambid
con una disminucién en el grupo 0:24pre. El arbol apical (region media) mostré una disminucion
del numero de intersecciones dendriticas de las neuronas de los grupos 0:24pre y 24:pos y una
disminucién de la longitud dendritica en el primer orden de ramificacién de los mismos grupos
experimentales. Los resultados de conducta indican que el animal relaciond la pista auditiva con
la recompensa. Los resultados de morfologia sugieren que el protocolo de deprivacidn visual no

tuvo un efecto en el desarrollo del sistema visual de los individuos y que el aislamiento
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provocado de manera indirecta, si tuvo un efecto en el desarrollo del sistema auditivo de los
animales. Se sugiere que los animales utilizaron otras pistas ademas de la pista auditiva para

completar la prueba de la arena semicircular.
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Introduccion

Plasticidad neuronal

La plasticidad neuronal se define como la capacidad adaptativa que tiene el sistema nervioso
para modificar su propia organizacién estructural y funcional (Bach-y-Rita et al., 2003) que le

permita una respuesta de adaptacion o de inadaptacidon a una demanda funcional.

Hasta hace poco tiempo, se consideraba que el cerebro perdia su capacidad de plasticidad al
final del periodo critico (ventana de tiempo donde los circuitos neuronales son especialmente
susceptibles a los estimulos ambientales, Hensch, 2004), pero en la actualidad se sabe que el
cerebro adulto mantiene dicha capacidad para responder a un medio ambiente en constante

cambio (Hooks & Chen, 2007).

En las ratas adultas hay una serie de intervenciones que pueden promover la plasticidad
neuronal: enriquecimiento ambiental, deprivacion visual bilateral, deprivacion visual monocular,
degradacién enzimdtica de los proteoglicanos de condroitin sulfato que son componentes de la
matriz extracelular encargados de inhibir el desarrollo axonal, estimulacién de acetilacion de
histonas, especificamente en la activacion dependiente de experiencia de ERK que activa la
expresion genética mediada por CREB, drogas de abuso y tratamientos farmacolégicos, por

ejemplo fluoxetina, entre otras (Bengoetxea, et al., 2012).

Por otro lado, durante el neurodesarrollo temprano y postnatal, también se llevan a cabo
eventos de plasticidad neuronal encaminados a promover la maduracion de los circuitos
neuronales y con ello la maduracién funcional. Este tipo de eventos pueden ser independientes,

dependientes o a expensas de la experiencia (Kolb et al., 2013).

El sistema visual expresa un desarrollo postnatal dependiente de estimulos que se puede dividir
en dos etapas: La primera estd predeterminada genéticamente y es responsable de la
arquitectura cortical; la segunda etapa esta mediada por la experiencia y es el momento en el
que los axones que se encuentran en el nucleo geniculado lateral, provenientes de las células
ganglionares de la retina, alcanzan la capa IV cortical para establecer las conexiones especificas
en la corteza visual; este proceso ocurre en respuesta a la inmensa cantidad de estimulos que
provienen del ambiente y que induce un aumento en la actividad neuronal, lo que conlleva a un

aumento de los requerimientos energéticos y de la actividad metabdlica (Ortuzar, 2012).

La influencia de los estimulos ambientales comienza al momento de abrir los ojos, que en las
ratas sucede durante la segunda semana de vida postnatal y Unicamente son necesarias 48 horas

después de dicho evento para que las neuronas visuales comiencen a exhibir propiedades
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similares a neuronas visuales de organismos adultos (Prévost et al., 2010). Estas respuestas
ocurren a nivel genético modulando el mapa, tanto funcional como anatémico, de la
arquitectura cortical y tienen efecto en 3 elementos neuronales: 1) incrementa el nimero y el
tamafio de las sinapsis por neurona, de la actividad neuronal y como consecuencia la demanda
metabdlica; 2) incrementa la poblacién astroglial y 3) causa cambios en las redes vasculares.
Durante este periodo los circuitos neuronales son especialmente susceptibles a estimulos
sensoriales por lo que este lapso es conocido como un periodo critico, el cual termina cuando
los fendmenos anatémicos y funcionales son establecidos. Después de que el periodo critico se
ha cumplido es dificil realizar modificaciones en los patrones de conexion neuronal (Bengoetxea

et al., 2012).

La experiencia o en su defecto la cantidad de estimulos externos determina la duracién del
periodo critico, de manera que en ausencia total de estimulos el periodo critico se prolongay en
contraste un ambiente enriquecido produce una aceleracion en el desarrollo del sistema visual

(Ortuzar, 2012).

Brevemente, la estructura del sistema visual maduro obedece a la organizacién jerdrquica de
todos los sistemas sensoriales, con un receptor sensorial, relevos sindpticos y un drea especifica
en la corteza cerebral (Bengoetxea et al., 2012). Celularmente, el sistema visual de las ratas esta
conformado por dos tipos de fotoreceptores, el primer tipo representa el 95% de la poblacién
celular fotosensible y se conocen como bastones, el segundo tipo se conoce como conos (5%);
de la misma manera los conos se puede dividir en dos tipos, los que contienen un fotopigmento
cuyo pico de sensibilidad es de aproximadamente 500 a 520 nm de longitud de onda y
representan el 93% de los conos, mientras que el 7% restante, expresan un fotopigmento que

tiene un pico de sensibilidad de 370 nm aproximadamente (Sefton et al., 2015).

Las neuronas de la corteza visual son neuronas piramidales que representan el tipo de neurona
mas abundante de la corteza (Figura 1A) no solo tienen conexiones subcorticales, también
generan sinapsis con neuronas de su lugar de origen, esto genera especializaciones sindpticas
asimétricas que generalmente son excitatorias hacia neuronas postsindpticas piramidales
(Mason et al., 1991). En la rata, la corteza visual primaria definida como V1B de acuerdo con
Paxinos & Watson (1981), se distribuye al nivel de -5.60 y -9.30 mm respecto de Bregma (Figura
1B).
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Via del geniculado

Ojo Via extrageniculado

40x 50um

Figura 1. Sistema visual. A) Neurona piramidal de corteza V1B (Microfotografia tomada por
Ricardo Robles Soto. B) Vias visuales ascendentes en roedores. dLGN — nucleo geniculado dorso
lateral; LP — nucleo talamico dorsal lateral; V1 — corteza visual primaria; V2 — corteza visual
secundaria; SuCo- coliculo superior (Tomado de Muller, 2012)

Efectos de la deprivacidn visual

El desarrollo postnatal de los sistemas sensoriales es un proceso de configuracion personalizada
mediada por la experiencia, que esta regulado por el balance de inhibicidn-excitacion entre los
distintos nucleos neuronales y puede ser alterado por la pérdida de uno o mas estimulos
ambientales, por ejemplo, la deprivacién de algun sistema sensorial como el visual (Fagiolini et

al., 1994).

La deprivacién del estimulo induce una perturbacién importante en los circuitos neuronales de
las dreas corticales responsables de la vision (Argandoia, 1996), debido a esto y a que el
desarrollo postnatal actia como un todo, estas regiones son reorganizadas por los sentidos
disponibles en un proceso de plasticidad transmodal, que se refiere a que los eventos plasticos
ocurren a través de mas de una de las modalidades sensoriales disponibles (Meredith & Lomber,
2011). La deprivacién visual se puede realizar por medio de técnicas invasivas como la suturacion
de los parpados al momento del nacimiento, la remociéon del globo ocular ya sea de manera
bilateral o unilateral, o de forma no invasiva como la crianza en obscuridad desde el nacimiento.
Esta ultima técnica evita el estrés que ocasiona sobre el individuo una intervencién quirdrgica y
deja la corteza visual en un estado inmaduro el cual puede ser modificado por experiencias

visuales subsecuentes. Se ha demostrado que las dos técnicas invasivas descritas anteriormente
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no tienen un mayor efecto que la crianza en obscuridad (Bengoetxea et al., 2012), no obstante,

se sugiere que pueden producir otro tipo de cambios por si solas (Argandofia, 1996).
Sustitucién sensorial

El término de sustitucion sensorial se refiere a un proceso en el cual un individuo privado de una
modalidad sensorial se vuelve capaz de explotar otra modalidad sensorial disponible para
percibir propiedades de su entorno que son percibidas normalmente por la modalidad
deprivada, ya sea temporal o permanentemente, de manera intuitiva o por medio de algun
instrumento especializado que puede, o no, ser removido (Roy et al., 2019). Esta sustitucion
puede ocurrir entre sistemas sensoriales o dentro del mismo sistema como en el caso del tacto
en el que la informacién captada por los receptores de una region puede ser utilizada para

percibir tacto en otra region (Bach-y-Rita et al., 1969).

Algunos ejemplos de sistemas basados en la sustitucidn sensorial son: 1) el braille en el que la
informacion de los simbolos que normalmente es adquirida visualmente se adquiere por medio
del tacto en las yemas de los dedos, 2) el uso de bastdn por parte de personas invidentes, con el
cual el punto de contacto que tiene el bastén con el entorno provee una gran cantidad de
informacion espacial y de localizacidn e identificacién de objetos (Bach-y-Rita et al., 2003). Si se
considera que el bastén actia como un sensor artificial que transmite informacion a la interfaz
sensorial humana, este objeto estaria actuando como transductor en una interfaz humano-
magquina (HMI por sus siglas en inglés). En diversos estudios se han disefiado distintos tipos de
HMI, principalmente convirtiendo la informacién de la modalidad sensorial perdida a
informacion que pueda ser interpretada por algun otro sistema sensorial por medio de un sensor
artificial como una cdmara que convierte su sefial grafica en sonido o vibraciones que pueden
ser percibidas por el oido o el tacto. Una vez que el sujeto ha aprendido a utilizar el sistema,
puede discriminar la informacion que entra a un mismo sistema sensorial, entre la que proviene
de la sustitucién y la que es propia de dicho sistema sensorial y es importante destacar que esto
ocurre sin que haya una sobrecarga sensorial cognitiva (Bach-y-Rita et al., 2003). La sustitucion
sensorial requiere que el sujeto comprenda la asociacion que existe entre sus acciones con
relacion a su entorno y los efectos sensoriales que tienen estas acciones (Roy et al., 2019), lo que
nos permitiria observar nuevas formas de aprendizaje y en este trabajo una posible sustitucion

sensorial visual- auditiva.

Las caracteristicas de los sonidos que escuchamos dependen de las propiedades de onda que
conforman el sonido, como la frecuencia, la amplitud de onda y la sensibilidad que tengan los

receptores del oido interno, de igual manera la sensibilidad de estos receptores determina el
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rango que tiene la audicién de un individuo (Malmierca, 2003). Las sefiales auditivas viajan a
través del nervio auditivo hacia el complejo olivar superior, donde interactua por primera vez la
informacion proveniente de los dos oidos y lo que promueve el procesamiento de informacion
biaural y por lo tanto las pistas que serviran para localizar la fuente sonora espacialmente;
ademas, la informacion llega a coliculo inferior para informar al sistema motor y con ello iniciar
el moviemiento guiado por el sonido, por ejemplo, voltear la cabeza hacia la fuente del sonido;
posterior a esto; también la informacidn viaja al nucleo del lemnisco lateral en donde se
procesan los aspectos temporales del estimulo sonoro. La informacién procesada en estas
estaciones es enviada al tdlamo donde es retransmitida hacia la corteza auditiva primaria (A1)
que se define como el mayor recipiente cortical de proyecciones taldmicas auditivas (Figura 2);
esta estructura esta formada por neuronas piramidales que expresan una densa arborizacion de
dendritas basales que rodea todo el soma (Figura 2A), con multiples ramificaciones proximales
y acompafada de una uUnica dendrita apical que proyecta hacia la superficie pial y se ramifica
una vez que entra a la capa uno de la corteza auditiva (Larkman & Mason, 1990). En la rata, la
corteza auditiva primaria, nombrada como AubD, se localiza al nivel de -3.14 y -6.30 mm respecto

de Bregma (Figura 2B).

A A i B

40x —— 50}

Figura 2. Sistema auditivo. A) Neurona piramidal de la corteza Aul Via auditiva (Microfogtografia
tomada por Ricardo Robles Soto). B) Vias auditivas ascendentes en roedores. CN — nucleo
coclear; SO — oliva superior ; InCo — coliculo inferior; MGN — nucleo del geniculado medial; Al-
corteza auditiva primaria (Tomado de Muller, 2012).

Justificacion
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Comprender los mecanismos que hacen posible la sustitucién sensorial permitira el
establecimiento de nuevas oportunidades para observar y analizar nuevas formas tanto de
aprendizaje como de memoria, asi como, facilitara el desarrollo de nuevas tecnologias y sistemas
para la compensacion de la pérdida sensorial. El sistema visual de la rata termina de desarrollarse
de manera postnatal durante una ventana de tiempo con alta plasticidad neuronal denominada
periodo critico (Bengoetxea et al., 2012) en el cual la ausencia de estimulos visuales evita que el
neurodesarrollo se complete, pero promueve eventos de plasticidad neuronal en otros sistemas

sensoriales que son estimulados naturalmente, como el sistema auditivo.

Pregunta de investigacion

Debido a la falta de estimulos visuales lo que conlleva al deterioro del sistema visual, élos

organismos desarrollan mecanismos de aprendizaje espacial utilizando el sistema auditivo?

Hipétesis

En condiciones de deprivacion visual las ratas serdn capaces de aprender a resolver tareas de
aprendizaje y memoria espacial, en la prueba de arena semicircular, obteniendo informacion de

estimulos auditivos.

Objetivo General

Analizar el efecto de la deprivacién visual en los procesos de aprendizaje y memoria espacial
guiado por estimulos auditivos de ratas macho de la cepa Long Evans y la arborizacion dendritica

de neuronas de corteza V1B y Aul.

Objetivos Particulares

1. Analizar la capacidad de aprendizaje y memoria espacial guiada por estimulos sonoros
de ratas juveniles sometidas a deprivacién visual desde antes del nacimiento mediante
la cuantificacién de parametros relacionados con desplazamiento y busqueda para

obtener una recompensa alimenticia en una arena semicircular.
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2. Determinar si la deprivacién visual desde antes del nacimiento promueve cambios en la
arborizacién dendritica y la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales de

corteza V1B y Aul mediante el analisis de Sholl.

Material y métodos
Material biolégico y grupos experimentales

Se utilizaron seis ratas hembra de la cepa Long Evans de 10 dias de gestacidn, de las cuales dos
fueron mantenidas en un cuarto obscuro con un ciclo de luz-obscuridad 0:24 hrs, las cuatro
restantes fueron mantenidas con un ciclo de luz-obscuridad 12:12. Todas las ratas se alojaron
individualmente con acceso libre a comida y agua. En el dia de nacimiento de las crias, las
camadas se ajustaron a ocho individuos macho. De las cuatro camadas que nacieron en
condiciones de luz-obscuridad 12:12, dos fueron puestas en condiciones de luz-obscuridad 0:24
y permanecieron toda su vida postnatal en un cuarto obscuro (< 0.1 Ix), mientras que las dos
camadas restantes fueron mantenidas en condiciones de luz-obscuridad 12:12. Se tom¢ el dia
de nacimiento como el dia 1 y a partir del dia 21, las crias fueron destetadas y separadas en
grupos de 3-4 animales por caja familiar. Los animales se mantuvieron con libre acceso a aguay
a alimento en un cuarto a temperatura de 21°C £ 1°C y humedad relativa del 55%. Para el
mantenimiento y limpieza de las jaulas se utilizd luz roja. Los animales fueron sometidos a

pruebas de conducta a partir del dia post-natal 65.

Los animales que se criaron en condiciones de obscuridad desde antes del nacimiento fueron
considerados como grupo ciclo luz-obscuridad 0:24pre (Grupo Experimental 1), mientras que las
ratas que fueron mantenidas en condiciones de luz-obscuridad 0:24 a partir del nacimiento,
fueron consideradas como grupo ciclo luz obscuridad 0:24post (Grupo Experimental 2). Las ratas

que se criaron en condiciones de luz-obscuridad 12:12 fueron considerados como grupo control.

Se sometieron a la prueba de conducta a ocho animales por grupo experimental, de los cuales
se obtuvo también informacion respecto de la morfologia neuronal de corteza V1B y corteza Aul

(n = seis ratas por grupo).
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos llevados a cabo en este trabajo se realizaron con estricto apego a los
lineamientos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de

la BUAP y a los lineamientos de produccién cuidado y uso de animales de laboratorio
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establecidos por SAGARPA en la NOM-062-Z00-1999. Los animales se encontraron a cargo del

M.V.Z. Francisco Ramos Collazo.
Métodos
Prueba de campo abierto en arena semicircular

Las pruebas se realizaron a los 65 dias de edad de las ratas y se utilizd una arena semicircular de
50 cm de altura, que se delimité digitalmente por el software ANYMAZE. A través de este
software se siguieron los movimientos de cada sujeto durante la prueba utilizando la iluminacién

de focos rojos (< 0.1 Ix)

Las pruebas consistieron en la creacién de 3 rutas virtuales de las cuales la de en medio fue

marcada como la de recompensa, al final de este camino se encontraba un altavoz que

reproducia un sonido constante a 4000 hz y 55 dB, y una recompensa alimenticia (Figura 3).

Figura 3. Arena semicircular. Se muestran las delimitaciones virtuales, asi como el punto de
recompensa marcado con un simbolo + (Fotografia tomada por Ricardo Robles Soto).
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Se realizd una fase de entrenamiento durante 5 dias en la cual se delimitaron los caminos de
manera virtual y fisica con paneles de plexiglass y se realizaron dos sesiones diarias separadas
por un intervalo de una hora. En cada sesién se colocé a los individuos en el punto de inicio de
la prueba con los caminos activados y se permitié el movimiento libre del sujeto durante dos
minutos. Se registrd el nUmero de veces que el sujeto alcanzaba la comida durante la prueba,
Unicamente se intervino cuando el individuo se quedaba inmdvil durante un tiempo mayor a

cinco minutos para dejarlo descansar y mover su turno al final de la sesidn.

Posterior al entrenamiento se realizd la prueba de memoria mediante el mismo procedimiento
con la diferencia de que cada ensayo se limité a 1 minuto y retirando los caminos fisicos. Para
asegurar que el animal utilizara el sonido como sefial de exploraciéon, se marcé virtualmente una
seccion de inicio en cada camino, que estaba en el extremo mads alejado de la zona de
recompensa y si el animal no pasaba por esta seccion antes de recorrer el camino no se liberaba
la recompensa y se tomaba como error de la prueba. Se tomd como acierto si el individuo
obtenia la recompensa en menos de 45 segundos y se registraba el tiempo exacto en el que
completd la prueba; se consideréd como error si el individuo entraba en el camino correcto y no
conseguia llegar hasta el final en donde se ubicaba la recompensa; ademas, se midieron las
siguientes variables: el nUmero de entradas al camino de recompensa, el tiempo de permanencia
en el camino de recompensa, la distancia recorrida en el camino de recompensa, la distancia
recorrida antes de entrar al camino de recompensa, la latencia para alcanzar la recompensa
(tiempo que transcurre entre el inicio de la prueba y encontrar la recompensa) y la velocidad de

desplazamiento en la arena semicircular (Roy et al., 2019).

Morfologia neuronal

Inmediatamente después de la sesién de prueba, los animales fueron anestesiados con xilacina-
ketamina (0.20 mg/kg/ml) para provocar anestesia profunda y perfundir intracardialmente 100
ml de solucién salina al 0.9% para remover el exceso de sangre en el cerebro, después de esto,
el cerebro completo se removid y se incubd en 20 ml de solucién Golgi-Cox durante 14 dias en
completa obscuridad. Al final de este periodo de tiempo, la solucidn Golgi-Cox fue remplazada
por una solucién de sacarosa al 30% y los cerebros fueron mantenidos en esta solucién durante
3 dias antes de ser seccionados. Se obtuvieron cortes coronales de 200 um de grosor al nivel de
corteza Aul (con coordenadas antero-posterior de -3.14 a -6.30 mm) y de corteza V1B con
coordenadas antero-posterior de -5.60 a -9.30 mm) con un vibratomo semiautomatico (NVSL -

Leica), los cuales se mantuvieron en una camara humeda toda la noche. Al dia siguiente, los
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cortes se revelaron con hidréxido de amonio (30 minutos de incubacién), posteriormente la
tincién fue fijada con fijador rapido de Kodak (30 minutos de incubacién) y el tejido fue
deshidratado con soluciones ascendentes de alcohol al 50% (1 minuto), al 70% (1 minuto), al
90% (1 minuto), dos bafos de 5 minutos con alcohol absoluto y xilol para el aclaramiento (15
minutos) (Gibb, & Kolb, 1998). Para fijar el tejido se utilizd resina sintética Entellan. Una vez que

se seco la resina se procedio a la observaciéon del tejido mediante microscopia dptica.

Se seleccionaron neuronas piramidales de la capa V de la corteza V1B y de corteza Aul (cinco del
hemisferio izquierdo y cinco del hemisferio derecho), las cuales fueron dibujadas en papel con
ayuda de una cdmara llUcida adaptada a un microscopio DM100 (Leica) y con una amplificacion
de 400X. Con el uso de una plantilla transparente de circulos concéntricos separados por una
distancia de 10 micras, se midio la arborizacién dendritica a través de la cuantificacion del
numero de intersecciones dendriticas de cada neurona, separando la informacién obtenida del
arbol basilar y del arbol apical. A partir de estos datos, se calculd la longitud dendritica por orden
de ramificacién, asi como la longitud dendritica total. Ademads, se dibujaron segmentos
dendriticos de al menos 10 um de longitud, para cuantificar el nimero de espinas dendriticas en

el tercer orden de ramificacion y con ello calcular la densidad de espinas dendriticas (Sholl, 1956)
Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizé la prueba de Shapiro-Wilkins con el
fin de determinar la normalidad de los datos. De acuerdo con los resultados se aplicé una prueba
de ANOVA de dos vias para muestras independientes para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, considerando como variable independiente el
grupo experimental y como variables dependientes el nimero de entradas al camino de
recompensa, tiempo de permanencia en el camino de recompensa, distancia recorrida en el
camino de recompensa, distancia recorrida antes de entrar al camino de recompensa, la latencia
para encontrar la recompensa, la velocidad de desplazamiento en la arena semicircular, la
longitud dendritica y la densidad de espinas dendriticas. Se considerd una diferencia significativa

cuando p < 0.05.

Resultados
Aprendizaje y memoria en la arena semicircular

Durante los primeros ensayos de entrenamiento de la prueba de aprendizaje y memoria en la

arena semicircular, la exploracién de las ratas era erratica sin concentrarse demasiado en entrar
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a los caminos, con el paso de los dias los animales se acostumbraron a los caminos y comenzaron
a entrar regularmente, incluso aunque no fuera el camino de recompensa. En los ensayos de la
prueba de memoria los animales de todos los grupos tendian a respetar las delimitaciones de
los caminos a pesar de que fueron marcados solamente de manera virtual, lo que sugiere que

los animales recordaban los caminos.

La prueba de conducta no mostré diferencias significativas entre los grupos experimentales en
los parametros de nimero de entradas al camino de recompensa, tiempo de permanencia en el
camino de recompensa, distancia recorrida en el camino de recompensa, latencia para entrar al

camino objetivo (de recompensa) y distancia recorrida a la recompensa (Figura 4A-F).
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Figura 4. Parametros registrados durante la prueba de arena semicircular. A) Nimero de
entradas al camino de recompensa; B) Tiempo de permanencia en el camino de recompensa;
C) Distancia recorrida en el camino de recompensa; D) Latencia al camino de recompensa; E)
Distancia recorrida a la recompensa. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos, (n = 8).

No obstante, las ratas del grupo 0:24pre, que estuvieron en condiciones de obscuridad total
desde antes del nacimiento, recorrieron la menor distancia durante la prueba (Figura 5A; F3, 2
= 7.42455, P=0.0034) y realizaron la prueba en menor tiempo (Figura 5B; P=0.0084); Ademas, el
grupo 0:24pre recorrié la arena (Figura 6A; F(2,22) = 5.51672, P=0.0114) y el camino que contenia
la recompensa (Figura 6B; F2, 22) = 6.70663, P=0.0053) con mayor velocidad promedio respecto a

los otros dos grupos.
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0:24pre en alcanzar la recompensa fue menor tiempo con respecto a los otros dos grupos. B) La
distancia promedio recorrida durante la prueba del grupo 0:24pre fue menor respecto de los
otros dos grupos. *¥P<0.05, n = 8.
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Figura 6. Velocidad de ejecucion de la prueba. A) Velocidad promedio de los animales durante
la prueba en la arena semicircular. B) Velocidad promedio de los animales dentro del camino de
recompensa. Se observa que los animales del grupo 0:24pre ejecutaron la prueba con mayor
velocidad. *P<0.05, n = 8.

Morfologia neuronal de corteza visual

De los datos que se obtuvieron respecto de la arborizacidn dendritica basilar de neuronas de
corteza visual (Figura 7A) no se observaron diferencias entre los grupos, no obstante, se registré
una disminucién en la longitud dendritica del primer orden de ramificacién y un aumento en el
cuarto orden de ramificacidon de las neuronas del grupo 0:24pre respecto del grupo control
(Interaccidn: F10.7s = 3.309, P=0.0013; Orden de ramificacién: Fs, 7y = 66.51, P<0.0001; Grupos

experimentales F(;7s = 0.6377; Figura 7B). La longitud dendritica basilar total y el nimero de

Pagina | 17



espinas dendriticas basilares de las neuronas (Figura

diferencias entre los grupos experimentales.
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Figura 7. Arborizacidon dendritica basilar de neuronas de corteza visual. A) No se muestran
diferencias significativas en la arborizacidon dendritica, C) en la longitud dendritica total ni en D)
la densidad de espinas dendriticas. B) Se muestra una disminucion en la longitud dendritica del
primer orden de ramificacién de los dos grupos experimentales respecto del grupo control y un
aumento en el grupo 0:24pre en el cuarto orden de ramificacién. *P<0.05.

En el arbol apical Unicamente se registré una disminucidn en el nimero de intersecciones

dendriticas del grupo 0:24pos con respecto al grupo 0:24pre al nivel del circulo concéntrico 9

(Interaccidn: Fig2,416) = 0.9265; Circulos concéntricos F1,416) = 33.39; Grupos experimentales F2,41)

= 4,570, P<0.0001; Figura 8A), ya que ni la longitud dendritica por orden de ramificacion, la

longitud dendritica total, ni la densidad de espinas dendriticas fueron diferentes entre los grupos

experimentales (Figura 8B-D).
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Figura 8. Arborizacién dendritica del arbol apical de neuronas de corteza visual. A) Se observa
una disminucion en el nimero de intersecciones dendriticas en el circulo concéntrico nimero 9.
B-D) No se observan diferencias significativas en los demds parametros medidos. *P<0.05.

Morfologia neuronal de corteza auditiva

En cuanto a la morfologia neuronal del arbol basilar de la corteza auditiva de los dos grupos
experimentales 0:24pre y 0:24pos, se observd que el nimero de intersecciones dendriticas en
los circulos 10-15 aumentd con respecto al grupo control (Interaccidn: Fisea06 = 1.535; Circulos
concéntricos: Fpsa0s = 330.1; Grupos experimentales: F406 = 4.577; Figura 9A). La longitud
dendritica de los dos grupos experimentales 0:24pre y 0:24pos presenta una disminucion en el
primer orden de ramificacion y un aumento en el segundo y tercer orden de ramificacion
(Interaccidn: Fo,66) = 3.520; Orden de ramificacion: Fs, ¢ = 87.99: Grupos experimentales F, ¢5)
=1.352; Figura 9B); la densidad de espinas dendriticas disminuyd significativamente en el grupo
0:24pre con respecto al grupo control (F,15 = 5.42521; P=0.0169; Figura 9D). No se observaron

cambios en la longitud dendritica total entre los grupos (Figura 9C).
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Figura 9. Arborizacion dendritica basilar de neuronas de corteza auditiva. A) NUumero de
intersecciones dendriticas presenta diferencias significativas en los circulos 10-15. B) Longitud
dendritica presenta diferencias del primer al tercer orden de ramificacion. C) Longitud dendritica
total no presenta diferencias significativas. D) Se observan diferencias significativas en la
densidad de espinas dendriticas. *P<0.05.

En cuanto al arbol apical se observa en los dos grupos experimentales respecto al grupo control,
una disminucién en el nimero de intersecciones dendriticas del circulo concéntrico 15 al 25
(Interaccidn: Fgs,s72) = 2.090; Circulos concéntricos Fass72) = 72.67; Grupos experimentales F(y,572)
=37.18; P<0.0001; Figura 10A). También se observa una disminucién de la longitud en el primer
orden de ramificacién de los dos grupos experimentales respecto del grupo control (Interaccion
F(10, 65) = 2.200; Orden de ramificacidn: Fs, 65 = 86.51; Grupos experimentales: F(, 65) = 4.604;
P<0.0001; Figura 10B). No se observaron cambios en la longitud dendritica total (Figura 10C) ni

en la densidad de espinas dendriticas (Figura 10D).
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Figura 10. Arborizacion dendritica apical de neuronas de corteza auditiva. A) Se presenta una
disminucién en el nimero de intersecciones dendriticas. B) La longitud dendritica disminuyd
significativamente en el primer orden de ramificacién de las ratas 0:24pre y 0:24pos respecto del
grupo control. Cy D) La longitud dendritica total y la densidad de espinas dendriticas no presenta
diferencias significativas entre los grupos experimentales. *P<0.05.

Discusion

Los animales criados en obscuridad total desde antes del nacimiento, mostraron una
disminucidn significativa en cuanto al tiempo de duracién de la prueba de aprendizaje y memoria
en la arena semicircular respecto del grupo control, estos resultados son similares a los
presentados por Watanabe et al., (2007) quienes realizaron una version seca de la prueba de
laberinto acuatico de Morris en un cuarto obscuro con animales sin ningun tipo de tratamiento
y observaron una disminucién en el tiempo que el animal tarda para alcanzar la recompensa a
medida que pasan las sesiones. Los animales del grupo 0:24pre recorrieron una menor distancia
antes de llegar a la recompensa y mostraron una mayor velocidad promedio para alcanzar la
recompensa, estos datos estdan en concordancia con el trabajo de Bao et al. (2004) quienes
trabajaron con animales sin ningln tipo de tratamiento y de Cai et al. (2009) quienes mostraron
que animales deprivados auditivamente a temprana edad, se mueven mas rapido hacia la
recompensa y por lo tanto recorren una menor distancia. Los resultados sugieren que los

animales del grupo 0:24pre aprendieron a relacionar el estimulo auditivo con la recompensa y
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que el entrenamiento induce plasticidad en cuanto a los procesos de ubicacién por sefiales

auditivas.

Los resultados de la morfologia neuronal de la corteza auditiva muestran que la densidad de
espinas dendriticas del grupo 0:24pre es menor que la del grupo control, lo cual puede estar
relacionado con que los animales de los grupos 0:24pre y 0:24pos permanecieron toda su vida
postnatal en un cuarto en el cual el ambiente auditivo no tenia la misma complejidad que el
ambiente en el cual se criaron las ratas del grupo control. Esto, es semejante a lo reportado de
estudios con protocolos de ensordecimiento en ratas, que mencionan que la densidad de espinas
dendriticas de neuronas de la corteza auditiva de dichos animales era menor respecto del grupo
control (McMullen et al., 1988; Bose et al., 2010). Especificamente, la ausencia de los estimulos
auditivos induce atrofia neuronal de la corteza auditiva (Bose et al., 2010) y perturba las
conexiones sinapticas excitatorias de dicha regidn cerebral (Lu et al., 2008). Chen et al., (2008)
reportaron que una condicién de aislamiento, induce cambios en el balance entre excitacién e
inhibicion de las neuronas piramidales de corteza auditiva y en el metabolismo de la
corticotropina lo que a su vez puede causar una disminucion de la densidad de espinas
dendriticas. Al respecto, es posible que la disminucién en dicha variable observada en el
presente estudio, se deba también a un cambio metabdlico inducido por el ambiente sonoro

simple al que fueron sometidos los animales para mantener las condiciones de obscuridad total.

De la misma forma Bose et al. (2010), encontraron que los animales ensordecidos mostraban
una menor longitud dendritica en el drbol apical de neuronas de la corteza auditiva lo cual es
semejante a lo encontrado en el presente estudio y que sugiere un efecto negativo de las

condiciones de disminucion de estimulos ambientales .

En cuanto al arbol basilar de neuronas de la corteza auditiva la disminucion en el nimero de
intersecciones dendriticas en el primer circulo concéntrico de las neuronas de corteza auditiva
de las ratas 0:24pre y 0:24pos puede estar relacionada con la atrofia neuronal que menciona
Bose et al. (2010), no obstante, el aumento significativo de la longitud dendritica al nivel del
segundo vy tercer orden de ramificacion puede ser debido a un aumento en la duracién del
periodo critico, influenciado por la disminucién de los estimulos sensoriales (Chang & Merzenich,
2003). Se sabe que los animales que se encuentran en el periodo critico de neurodesarrollo
postnatal son altamente receptivos al aprendizaje inducido por entrenamiento y que el
entrenamiento induce plasticidad neuronal en la corteza auditiva (Kacelnik et al., 2006), un
aumento en la densidad dendritica (Leuner et al., 2003) y un aumento en la ramificacion

dendritica.
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Jiang et al. (2009) demostraron que individuos que son deprivados visualmente desde una edad
temprana presentan una mayor densidad neuronal en la corteza visual, este incremento en la
densidad neuronal de la corteza visual es consecuencia de la ausencia de la poda neuronal que
a su vez es inducida por la ausencia del estimulo visual (Bourgeois, et al., 1989), sin embargo, los
resultados de morfologia neuronal de la corteza visual de este trabajo no mostraron diferencias
significativas de los grupos deprivados respecto del grupo control, contrario a lo mencionado en
la literatura (Argandofa, 1996; Bakkum, 1991; Fagiolini et al., 1994) es posible que las
condiciones de obscuridad bajo las cuales mantuvimos a los organismos, no fue suficiente para
inducir cambios en la morfologia de la corteza visual en rata; probablemente la intensidad
luminica varié al momento de entrar al cuarto a pesar de las medidas que se tomaron para que
eso no sucediera. Landi et al. (2007) demostraron que el minimo estimulo ambiental, es
suficiente para desencadenar el desarrollo de agudeza retinal durante los primeros dias de vida

postnatal.

A pesar de que la prueba se realizd6 en un ambiente iluminado con luz roja, es posible que el
estimulo auditivo no fue la Unica pista ambiental que los animales estaban utilizando para
ubicarse en el espacio y otras pistas ambientales fueran visuales, como el color blanco de la bata
gue uso el experimentador, por ejemplo. Ademads, el hecho de que la posicién de la arena con
respecto a las cuatro paredes del cuarto experimental no era equidistante, podria dar pistas
sobre la orientacidn en la que se encontraba la recompensa, de igual manera podrian existir
otras pistas no visuales como la forma de la arena en si misma ya que proporciona mucha

informacion sobre el punto de inicio y el punto de recompensa.

Sin embargo, el hecho de que si existan diferencias significativas en los parametros conductuales
nos lleva a especular que el estimulo auditivo si tiene influencia en el comportamiento del animal
por varias razones: la localizacién espacial de un sonido es la tarea mas importante que realiza
el sistema auditivo (Cai et al., 2009; Knudsen et al., 2000; Seidl & Grothe, 2005). El sistema
auditivo tiene una precision temporal superior a la del sistema visual (Brown & May, 2005), la
vision depende de los estimulos que llegan Unicamente por el frente del individuo en contraste
con la audicion que es omnidireccional (King, 2009), sumado a esto la visién depende en mayor
medida de las condiciones ambientales en las que se recibe el estimulo. Particularmente, en este
trabajo las condiciones visuales eran muy pobres, en contraste con las auditivas que contenian
un sonido especifico a una frecuencia especifica, mds aln los animales habian tenido un
entrenamiento con este mismo sonido y como ya se menciond, el entrenamiento induce

plasticidad (Kacelnik et al., 2006) y remodelacidn de la organizacidén topografica de la corteza
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auditiva (Edeline, 1999) este cambio en la corteza auditiva tiene como objetivo enfatizar sonidos

qgue son conductualmente relevantes (Berlau & Weinberger, 2008).

Por otro lado, en distintos trabajos se ha observado una estrecha comunicacién entre V1B y Aul,
al respecto, Finney et al. (2001) demostraron que existe una activacion de la corteza visual en
individuos sordos, mientras que Bigelow et al. (2022) descubrieron que una subpoblacién de
neuronas de Aul responden a estimulos visuales y ademds, esas mismas neuronas conservan la
capacidad de responder a estimulos auditivos; de igual manera se ha demostrado la presencia
de proyecciones sinapticas directas desde areas visuales (Banks, 2011; Stehberg, 2014) lo que
sugiere una modulacidn visual de las respuestas auditivas. En conjunto, estos datos apoyan lo
expuesto en relacién con que el estimulo auditivo no fue la Unica informacién que tenian los
animales al momento de hacer la prueba. Especificamente, sugerimos que la disminucién de
estimulos visuales provocd un decremento en la cantidad de informacién moduladora que recibe
Aul desde V1B y por tanto, la expresién de cambios en la morfologia de Aul como método de

compensacién por un ambiente débil de estimulacién sensorial.

En este trabajo hubo distintas variables que no se pudieron controlar y que son consecuencia
directa del disefio experimental, un ejemplo de esto es la técnica de crianza en oscuridad, la cual
asegura un nivel bajo de estrés al que se somete al animal, pero promueve que la disminucién
de estimulacion sensorial no sea Unicamente visual ya que el ambiente sonoro se vuelve menos
complejo, como consecuencia de esto, las dos modalidades sensoriales fueron perturbadas.
Ademas, la dindmica de cuidado de los animales de experimentacion por parte del propio
experimentador o técnicos promovid una deprivacién visual parcial y no completa. De igual
manera, la organizacion morfolégica de Aul obedece a un mapa tonotdpico clasificado por el
rango de frecuencia auditiva del individuo, por lo que en estudios futuros se propone analizar
las regiones correspondientes a la frecuencia con la que se realiza la asociacién conductual para
obtener resultados mas especificos. Sin embargo, este trabajo muestra una asociacién del animal
con el estimulo auditivo al momento de realizar la prueba lo que sugiere la posibilidad de
establecer un proceso de sustitucidn sensorial en ratas en el que no es necesario el uso de un
dispositivo externo si no aprovechando la misma plasticidad inherente del cerebro y sobre todo
del procesamiento sensorial, los animales ejecutan pruebas de aprendizaje y memoria de

manera eficiente.
Conclusiones.

e Ladisminucién en la latencia, en la distancia y el aumento de la velocidad de la prueba

indican que el animal buscaba la recompensa y la asociaba a la pista auditiva.
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e La ausencia de diferencias significativas en los resultados de morfologia de la corteza
visual indica que el protocolo de deprivacion visual que se utilizé en este trabajo no
produjo ceguera.

e El aislamiento tuvo un efecto en el desarrollo del sistema auditivo de los animales,

demostrado por los resultados de morfologia neuronal.
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