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RESUMEN

Introduccion: Recientemente hemos mostrado que la estimulacién eléctrica de la amigda-
la 15 min después del entrenamiento de una tarea de memoria espacial puede facilitar el
aprendizaje espacial en animales con lesion de fimbria-fornix. Objetivos: estudiar los me-
canismos de plasticidad neural involucrados en la recuperacién funcional en los animales
con lesion de fimbria-férnix por efecto de la estimulacion eléctrica de la amigdala basola-
teral. Métodos: Las proteinas y genes relacionados con la plasticidad neural se midieron
en el hipocampo y la corteza prefrontal de ratas con lesion en la fimbria-fornix después de
cuatro dias de entrenamiento en el laberinto acuatico y estimulacion de la amigdala basola-
teral. Resultados: La estimulacion de la amigdala aumenta en el hipocampo los niveles de
BDNF; asi como los genes relacionados con la plasticidad neural bdnf'y arc en los animales
lesionados. Estas evidencias sugieren que estos pueden ser algunos de los mecanismos
involucrados en la recuperacion de las funciones perdidas en animales con lesién de fim-
bria-fornix con estimulacion de amigdala. Ademas, la estimulacion de la amigdala aumenta
la expresion transitoria de la proteina c-Fos; e incrementa las proteinas MAP-2 y GAP-43 que
son indicadores del crecimiento dendritico y axonal respectivamente en la corteza prefron-
tal y el hipocampo. Conclusiones: En consecuencia, la estimulacion de la amigdala puede
activar regiones cerebrales relevantes para los procesos de memoria y activar todas las
formas de plasticidad neural, lo que lleva a la restauracion neuroldgica.




Neural plasticity mechanisms involved in the spatial
memory recovery by basolateral amygdala stimulation
in fimbria-fornix lesioned animals

ABSTRACT

Keywords Introduction: Recently, we have obtained experimental evidence that electrical stimulation

of amygdala 15 min after a spatial memory task can facilitate spatial learning in memory
impaired animals with fimbria-fornix lesion. Objectives: to study the neural plasticity me-
chanisms involved in the functional recovery in the fimbria-fornix lesioned animals trigge-
red by basolateral amygdala electrical stimulation. Methods: Proteins and genes related to
neural plasticity were measured in the hippocampus and prefrontal cortex of fimbria-fornix
lesioned male rats after four days of training in the water maze and stimulation of the ba-
solateral amygdala. Results: We found that amygdala stimulation increases hippocampus
BDNF (Brain Derivated Neurotrophic Factor) levels in the lesioned animals, suggesting that
BDNF is one of the critical mechanisms that promote the spatial memory recovery. Also,
we have demonstrated that plasticity-related-genes such as bdnf and arc are probably in-
volved in the restoration of lost functions in fimbria-fornix lesioned animals with amyg-
dala stimulation. Moreover, the amygdala stimulation increases transiently c-Fos protein
expression in cells of dentate gyrus of the hippocampus and the prefrontal cortex. Fur-
thermore, we have provided data showing that amygdala stimulation induces an increase
in MAP-2 (Microtubule Associated Protein-2), which is an indicator of dendrite growth and
also of GAP-43 (Growth Associated Protein-43), which is an indicator of axonal growth in
the prefrontal cortex and hippocampus. Conclusions: Consequently, the amygdala stimu-
lation is able to activate brain regions relevant to memory processes and activate all forms
of neural plasticity, leading to neurological restoration.

amygdala; neural plasticity; hippocampus;
prefrontal cortex and functional recovery

La amigdala basolateral (BLA, del inglés basolateral
amygdala), ha emergido como la region principal que orques-
ta el almacenamiento de memorias en muchas otras regiones
@ Se conoce sobre los neurotransmisores y las influencias
hormonales en la BLA que contribuyen a su influencia mo-
duladora sobre otras regiones del cerebro. % Sin embargo,
se ha valorado que la fuerza de la memoria depende de los
procesos celulares que producen cambios en las sinapsis y
que representan la experiencia de aprendizaje. Por lo tanto, es
posible que la amigdala module los productos de los genes

INTRODUCCION

La neuroplasticidad es la capacidad del sistema nervioso
de cambiar sus relaciones funcionales y estructurales en res-
puesta a estimulos externos o internos. En este sentido, el sis-
tema nervioso posee una plasticidad altamente desarrollada
y evidente en las primeras etapas del desarrollo, sobre todo
en los mamiferos @.

Los mecanismos de neuroplasticidad son universales ya
gue estan conservados tanto en la filogenia como en la on-

togenia. Operan en especies tan distantes como en los mo-
luscos y participan en los procesos de desarrollo, memoria y
recuperacion de funciones perdidas tras una lesién. De modo
que cualquier agente o maniobra que pueda potenciar o refor-
zar cualquiera de los mecanismos de neuroplasticidad en una
especie, tiene un alto grado de probabilidad de ser util para es-
timular otros mecanismos neuroplasticos en otras especies.
La estimulacién y modulacién de procesos de neuroplastici-
dad son herramientas de gran valor para lograr una mas rapi-
da y eficaz recuperacion de funciones neurales dafiadas por
lesiones del sistema nervioso .

dependientes de la experiencia en las sinapsis que sustentan
la memoria.

La BLA a nivel funcional favorece la induccion de la po-
tenciacion de larga duracion (LTP, del inglés long-term-poten-
tiation) en el hipocampo ®. La LTP consiste en un incremento
sostenido de la eficacia de la transmisién sindptica que se
produce después de estimular una via aferente con pulsos de
corriente eléctrica de alta frecuencia 9.

De la misma forma, se ha demostrado que estimulos
conductuales con fuerte contenido emocional/motivacional
pueden prolongary reforzar procesos de plasticidad sindptica
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en el hipocampo @y que ese efecto es mediado por la BLA
©® Ademas, la estimulacion de la BLA acelera la adquisicion
de habilidades motoras @ y contribuye a la recuperacion de
la memoria espacial en animales con lesion de la fimbria-for-
nix (FF) (9. Este efecto, puede estar sustentado, al menos en
parte, en la mejoria demostrada en procesos de plasticidad
sindptica.

Por las evidencias experimentales mostradas en el parrafo
anterior la estimulacion de la BLA puede mejorar o modular los
procesos neuroplasticos implicados en la recuperacion de fun-
ciones perdidas como consecuencia de lesiones del sistema
nervioso central. Sin embargo, no se conoce cuales mecanis-
mos neuroplasticos estan involucrados en esta recuperacion
funcional. Estudiar los mecanismos neuroplasticos implicados
en esos procesos serfa de vital importancia para la neurologia
restaurativa. Consecuentemente el problema abordado en este
trabajo es: (puede la estimulacion eléctrica de la BLA reforzar
los cambios neuropldsticos implicados en la recuperacion de la
memoria espacial en ratas con lesion de FF?

METODOS

Para responder la pregunta de este trabajo se llevaron a
cabo dos tipos de estudio: agudos y cronicos. En el estudio
agudo se hicieron mediciones de diferentes variables relacio-
nadas con la plasticidad neural a distintos tiempos después
de la estimulacion de la BLA. Estos estudios sirvieron para
conocer el efecto de la estimulacion de la BLA por si sola en
animales sanos, sobre las variables relacionadas con la plas-
ticidad; asi como conocer su curso temporal. Por otra parte,
el estudio cronico aborda directamente el problema de este
trabajo.

Procedimientos generales

Animales. Se utilizaron ratas Wistar machos (de 280 g a
300 g) de 3 meses de edad provenientes del Centro Nacional
de Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Los
animales se mantuvieron en el vivario del Centro Internacio-
nal de Restauracion Neurologica (CIREN) en condiciones de
luz, temperatura y humedad controladas, ademas de comida
y agua ad libitum.

Las ratas fueron tratadas y mantenidas de acuerdo con
el Comité de Bioética institucional de nuestra institucion
(CIREN) bajo la observacion de las directrices nacionales cu-
banas para el cuidado y uso de los animales de laboratorio,
gue sigue la revision de 1996 de la guia de salud del Instituto
Nacional para el Cuidado y Uso de los Animales de Labora-
torio (Publicaciones NIH No. 80-23) de Estados Unidos. Se
hicieron todos los esfuerzos para minimizar el nimero de ani-
males usados y su sufrimiento.

Cirugia de la fimbria-férnix. La lesién de FF bilateral se
realizé por transeccion como ha sido previamente descrito (9.

Implantacion de electrodos en la amigdala basolateral.
Para la estimulacion de la BLA, se introdujo un electrodo de
estimulacion en las coordenadas AP =-3,1 mm, ML =+4,7 mm
y DV =-8,5mmy un electrodo de registro en el giro dentado en
las coordenadas AP =-3,8 mm, ML =+2,0 mmy DV =-3,5mm.

En el estudio agudo se procedié a aplicar la estimulacion
de alta frecuencia, la cual consistié en 3 trenes de 15 pulsos
con una duracion de 0,2 ms, una intensidad de 400 pAy una
frecuencia de 200 Hz. De esta manera, en el estudio crénico,
en el cual se implantaron los electrodos de forma permanente
se siguieron los mismos pasos y se estimuld 15 min después
de finalizado el entrenamiento.

Entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. El La-
berinto Acuético de Morris (LAM) es una prueba de aprendi-
zaje y memoria espacial, la cual depende del hipocampo. Se
utilizé para evaluar las capacidades de aprendizaje y memoria
en las ratas con lesion de FF, las cuales estan afectadas en
estos animales. Una semana después de la cirugia, las ratas
fueron entrenadas en el LAM por 4 dfas consecutivos como
se describe en la literatura (9.

Analisis estadistico. Todos los datos fueron analizados
usando el programa estadistico STATISTICA 7.0. Se utilizo es-
tadistica paramétrica (ANOVA). Un andlisis de post hoc usan-
do la prueba de andlisis de rangos multiples de Duncan fue
realizado cuando el ANOVA resulté significativo para evaluar
las diferencias entre los grupos. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando el valor de p < 0,05.

Determinacién de genes y proteinas relacionadas
con la plasticidad a través de técnicas bioquimicas,
biologia molecular e inmunohistoquimica

Las concentraciones de BDNF (factor neurotréfico deri-
vado del cerebro, del inglés, brain derivated neurotrophic fac-
tor) o NGF (Factor de Crecimiento nervioso, del inglés, nerve
growth factor) se midieron en el hipocampo por el método de
inmunoensayo (ELISA) en un formato tipo sandwich de anti-
cuerpo de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Prome-
ga, USA).

La determinacion de los genes bdnfy arc (proteina aso-
ciada al citoesqueleto regulada por la actividad, del inglés
activity-regulated cytoskeletal protein) se realizd mediante
RT-PCR (del inglés, reverse transcriptase polymerase chain
reaction) en el hipocampo('? Para el andlisis semicuantitativo,
empleamos el programa libre Imaged (Version 1.44; Wayne
Rasband, Instituto Nacional de Salud; http://imagej.nih.gov/
ij). Para este andlisis, primero se sustrajo la actividad del fon-
do a las bandas de interés y luego se dividié este valor por el
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valor de la banda de B-actina (menos su fondo) correspon-
diente de cada muestra y se multiplicé por 100.

Las concentraciones de las proteinas MAP-2 (proteina
asociada a los microtubulos, del inglés microtubule associa-
ted protein) y GAP-43 (proteina asociada al crecimiento, del in-
glés growth Associated protein) en la corteza prefrontal y en el
hipocampo se determinaron por la técnica de Western-blot(?.
El andlisis cuantitativo, se realizd de manera similar al estudio
anterior utilizando el programa libre ImageJ.

La presencia de la proteina c-Fos en los diferentes grupos
experimentales se determind por inmunohistoquimica. Para
la cuantificacion, se seleccionaron 5 cortes aleatorios por ani-
mal de las regiones corteza prefrontal e hipocampo. Las ima-
genes fueron tomadas a 40 X mediante una camara acoplada
al microscopio éptico (Olympus BX51, Tokyo, Japon). Para el
andlisis cuantitativo, empleamos el programa libre ImageJ.

RESULTADOS
Experimentos agudos

La estimulacion de la BLA en ratas sanas aument¢ signifi-
cativamente en el hipocampo la concentracion de la proteina
BDNF a las 2 h y 24 h posterior a la estimulacion respecto
a los grupos controles, y de NGF solo a las 24 h posterior a
la estimulacion. Ademas, la estimulacion eléctrica de la BLA
produjo un incremento significativo en la expresion de bdnfy
arc en el hipocampo desde los 30 min hasta las 2 h y retorna
a los niveles basales a las 24 h posterior a la estimulacion en
comparacion con los grupos controles.

En relacion con las proteinas relacionadas con la sinap-
togénesis, la estimulacion de la BLA produjo un incremento
de la concentracion de MAP-2 y GAP-43 alas 24 h,48 h,72 h
y 96 h después de la estimulacion en comparacion con los
grupos controles tanto en el hipocampo como en la corteza
prefrontal. Por ultimo, la estimulacion de la BLA indujo un in-
cremento en el nimero de nucleos marcados con c-Fos en el
giro dentado del hipocampo y en la corteza prefrontal medial
30 min después de la estimulacion que fue decreciendo con el
tiempo de 1 h a 2 hrespecto a los grupos controles.

Experimentos crénicos

Entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. Tra-
tandose de un requisito necesario de nuestros experimentos,
en los cuatro disefios experimentales realizados en este tra-
bajo, se evaluo las capacidades de aprendizaje y memoria de
las ratas con lesion de FF con o sin estimulacion de la BLA,
a través del entrenamiento conductual en el LAM. La Figura
1T muestra que el grupo de ratas con lesion de FF mantuvo
valores altos de latencias de escape durante los dias de entre-
namiento (Fig. TA, *F )= 31,96, p = 0,00); nadaron distan-

(2,25

cias mayores (Fig. 1B, *F , .o = 91,62, p = 0,00) y pasaron méas
tiempo nadando alrededor de las paredes del LAM (tigmota-
xia) (Fig. 1D,*F , . = 36,01, p = 0,00).

En cuanto a la velocidad de nado no se encontraron di-
ferencias significativas entre los grupos experimentales
(Fig. 1C, F 025 =221,p=01 3) (ANOVA de medidas repetidas
seguido por la prueba de rangos multiples de Duncan, efectos
de Grupo). Sin embargo, las ratas lesionadas que recibieron la
estimulacion de la BLA demoraron significativamente menos
tiempo en encontrar la plataforma sumergida (latencia de es-
cape [Fig. TA]); disminuyeron las distancias de nado (Fig. 1B)
y el tiempo de nado alrededor de los bordes del LAM (Fig. 1D)
en comparacion con las ratas con lesion de FF sin estimula-
cion de la BLA. Ademas, la prueba de memoria realizada en el
ultimo intento, el numero de cruces (Fig. 1€, ANOVA de clasi-
ficacion simple seguido por la prueba de rangos multiples de
Duncan *F 229 > 12,87, p = 0,00) y el tiempo de permanencia
en el cuadrante target de las ratas lesionadas y estimuladas
fue superior al de las ratas lesionadas no estimuladas (Fig. 1F,
ANOVA bifactorial seguido de la prueba de rangos multiples
de Duncan *F , ., = 2,65, p = 0,00).

Aunque las ratas con estimulacion de la BLA estan lejos
de los resultados de las ratas controles, nosotros considera-
mos que el mejoramiento observado después de la estimula-
cion de la BLA es relevante, considerando que la lesion de FF
produce una profunda y probablemente irreversible discapa-
cidad en el aprendizaje.

Determinacion de las concentraciones de BDNF y NGF.
Las concentraciones de BDNF difirieron entre las ratas con-
troles basales (no entrenadas) y las ratas controles sanas
entrenadas. Las concentraciones de esta neurotrofina fueron
significativamente mas altas en las ratas con lesion de FF en-
trenadas que en las ratas controles no entrenadas y las ratas
sanas entrenadas. La estimulacion repetida de la BLA indu-
jo las concentraciones mas altas de BDNF en las ratas con
lesion de FF (Datos no mostrados). Por otra parte, las concen-
traciones de NGF no difirieron entre el grupo control basal y
el grupo control entrenado en el LAM. En las ratas con lesion
en la FF se produjo un ligero pero significativo aumento en las
concentraciones de NGF; sin embargo, esto no fue influencia-
do por la estimulacion de la BLA (Datos no mostrados).

Expresion de los genes bdnf y arc. En este estudio se
midié la expresion de estos genes en el hipocampo de ratas
entrenadas al final de la prueba conductual (Fig. 2A). Como
se puede observar en la Figura 2, la estimulacion de la BLA
15 min después de culminado el entrenamiento en el LAM
en ratas con lesion de FF aumento significativamente la ex-
presion de los genes relacionados con la plasticidad bdnf
(Fig. 2B, ANOVA de clasificacion simple, *F =40,57,p =

3,21
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Fig. 1. La estimulacion de la BLA mejoro el desempefio conductual en ratas con lesion de FF. A) Latencia de escape. B) Distancia. C) Velocidad.
D) Tigmotaxia. E) NUmero de cruces. F) Tiempo empleado en cada cuadrante durante la prueba de los cruces. Las letras de la a—c representan
las diferencias significativas entre los grupos y los bloques (prueba de rangos multiples de Duncan). Arriba en F: Esquema del LAM con los 4
cuadrantes: QT, cuadrante target; Ql, cuadrante a la izquierda de QT; QD, cuadrante a la derecha de QT y QO, cuadrante opuesto al QT. Se muestran

las medias + SEM, p < 0,05 y el estadigrafo F para el factor grupo (abajo) y el factor bloque (arriba) de los ANOVA.
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Fig. 2. La estimulacién de la BLA aumentd la expresién de bdnfy arc en el hipocampo de ratas con lesion de FF. A) Electroforesis representativa
de los diferentes grupos experimentales, la cual muestra la expresion de B-actina, bdnfy arc. B y C) Andlisis cuantitativo de la expresién de bdnfy
arc respectivamente. Se muestra la media y la desviacion estandar, los valores del estadigrafo F y los grados de libertad de los ANOVA. Las letras
de la a-c representan las diferencias significativas entre los grupos (prueba de rangos multiples de Duncan, p < 0,05).

0,00 seguido por la prueba de rangos multiples de Duncan) y
arc (Fig. 2C, ANOVA de clasificacion simple, *F ., =19,85,p
= 0,00 seguido por la prueba de rangos multiples de Duncan)
en comparacion con las ratas controles entrenadas, las ratas
con lesion de FF y las ratas sanas (control basal). La expre-
sion de los genes de activacion temprana relacionados con
la plasticidad bdnf y arc en los animales con lesién de FF fue
similar. estadisticamente al grupo de controles entrenados.
Sin embargo, en ambos grupos aumento la expresion de los
genes relacionados con la plasticidad bdnf y arc en compara-
cién con el grupo control basal (Fig. 2B, C).

Expresion de MAP-2 y GAP-43. En este estudio se midid
la concentracion de las proteinas GAP-43 y MAP-2 en ratas
entrenadas en el LAM. Como se puede observar en la Figura 3
(A-C), existen diferencias en la concentracién de la proteina
GAP-43 en el hipocampo (Fig. 3B, ANOVA de clasificacion
simple, *F (529 = 1446,p = 0,00 seguido por la prueba de ran-
gos multiples de Duncan) y en la corteza prefrontal (Fig. 3C,
ANOVA de clasificacion simple, *F , ,, = 17,11, p = 0,00 se-
guido por la prueba de rangos multiples de Duncan) entre los
diferentes grupos experimentales. El entrenamiento produjo
un incremento significativo de la concentracion de la proteina
GAP-43 en el hipocampo y la corteza prefrontal en relacion al
grupo de ratas sanas (control basal). En las ratas con lesion
de FF no se produjo un aumento en la concentracion de la pro-
teina GAP-43, sino que permanecié en concentraciones esta-
disticamente similares al grupo control basal. Por otra parte,
la estimulacion de la BLA en ratas con lesion de FF produjo
un incremento significativo de la concentracion de la proteina

GAP-43 en el hipocampo vy la corteza prefrontal en compa-
racion con las ratas controles entrenadas y a las ratas con
lesion de FF sin estimulacion de la BLA.

Resultados similares se evidenciaron cuando se deter-
mino la concentracion de la proteina MAP-2 (Fig. 3 D-F) en
el hipocampo (Fig. 3E, ANOVA de clasificacién simple, *F G
50 = 1442, p = 0,00 seguido por la prueba de rangos multi-
ples de Duncan) y en la corteza prefrontal (Fig. 3F, ANOVA de
clasificacion simple, *F G20 " 10,65, p = 0,00 seguido por la
prueba de rangos multiples de Duncan) en ratas entrenadas
en el LAM. El entrenamiento produjo un aumento significativo
de la concentracion de la proteina MAP-2 en el hipocampo
y la corteza prefrontal en relacion al grupo control basal. En
contraste, en las ratas con lesion de FF la concentracion de
la proteina MAP-2 fue estadisticamente similar al grupo de
animales sanos. En el hipocampo, los valores mas altos de
concentracion de la proteina MAP-2 se encontraron en el gru-
po de estimulaciéon de la BLA en ratas con lesion de FF en
comparacion con las ratas controles entrenadas y las ratas
con lesion de FF sin estimulacion de la BLA. Sin embargo, no
se encontraron diferencias en la concentracion de la proteina
MAP-2 en la corteza prefrontal entre las ratas sanas entrena-
dasy las ratas con lesion de FF sin estimulacion de la BLA.

Expresion de c-Fos. En la Figura 4 (A-D) se muestran
fotomicrografias de cortes representativos de todos los gru-
pos experimentales. En ellas se puede observar que en los
cortes histologicos de las ratas del grupo control basal y el
grupo lesionado tienen poca positividad a c-Fos (Fig. 4A, C).
Por otra parte, las fotomicrografias pertenecientes a los gru-
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pos de lesion de FF con estimulacion de la BLA y el control
entrenado, presentan un nimero mayor de nucleos positivos
a c-Fos (Fig. 4B, D).

En la Figura 4 E se muestra el andlisis cuantitativo de este
patron. El entrenamiento en el LAM indujo un incremento en
el numero de nucleos marcados con c-Fos en el giro dentado
del hipocampo con respecto al control basal (ANOVA de clasi-

ficacion simple, *F . = 16, 23, p = 0,00 seguido de la prueba
de rangos multiples de Duncan). En las ratas lesionadas en-
trenadas se produjo una disminucion en el nimero de nucleos
marcados con c-Fos en el giro dentado del hipocampo con
respecto a las ratas del grupo control entrenado (ANOVA de
clasificacion simple, *F 390) = 16, 23, p = 0,00 seguido de la
prueba de rangos mdltiples de Duncan). Sin embargo, en el
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Fig. 3. La estimulacion de la BLA indujo un incremento significativo de la concentracién de GAP-43 y MAP-2 en el hipocampo y la corteza prefron-
tal en ratas con lesiéon de FF. Ay D) Resultados representativos del Western-blot de extractos de proteinas de la corteza prefrontal y el hipocampo.
B, C) Andlisis cuantitativo de la concentracion de la proteina GAP-43 en el hipocampo y la corteza prefrontal. E, F) Andlisis cuantitativo de la con-
centracion de la proteina MAP-2 en el hipocampo y la corteza prefrontal. Se muestra la media y la desviacion estéandar, los valores del estadigrafo
Fylos grados de libertad de los ANOVA. Las letras de la a-c representan las diferencias significativas entre los grupos (prueba de rangos mdultiples

de Duncan, p < 0,05).
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grupo de ratas lesionadas y estimuladas en la BLA se produjo
un incremento significativo en el nimero de nucleos marca-
dos con c-Fos en el giro dentado del hipocampo con respecto
al grupo control basal y al grupo de ratas lesionadas, pero no
con respecto al grupo de ratas entrenadas (ANOVA de clasi-
ficacion simple, *F ., = 16, 23, p = 0,00 seguido de la prueba
de rangos multiples de Duncan).

En cuanto a la corteza prefrontal, se obtuvo un patron si-
milar. En la Figura 5 (A-D) se muestran fotomicrografias de

cortes representativos de todos los grupos experimentales.

En la Figura 5 E se muestra el andlisis cuantitativo de este
patron. Cuando observamos lo que acontecié en la corteza
prefrontal por efecto de la estimulacion lo primero que llama
la atencion es que el nimero de ndcleos marcados es mucho
mas alto que los observados en el hipocampo de esos mis-
mos animales (Fig. 5E). Esto es cierto incluso para el grupo de
ratas lesionadas y entrenadas que en cuyo giro dentado del
hipocampo se contaron como promedio 21,4 + 3,072, en tan-
to en la corteza prefrontal fueron 106,04 + 7,82. Este ultimo
valor es similar al observado en el giro dentado del hipocam-

O cB
I Control Entrenado
= FF
E E= FF+BLA
*F(3, 90)= 16. 23
0.00
|§ 150- p= c
o c
E 100-
8 504
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£
2 6
=
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=
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Fig. 4. La estimulacion eléctrica de la BLA indujo un incremento significativo en la expresion de la proteina c-Fos en el giro dentado del hipocam-
po. A) Fotomicrografia (40X) del grupo control basal. B, D) Fotomicrografias (40X) de los grupos control entrenado y el grupo de ratas con lesion
de FF y estimulacion de la amigdala respectivamente. C) Fotomicrografia (40X) del grupo de lesion de FF. Barra =50 pm. E) Analisis cuantitativo
de los nucleos positivos a c-Fos en los diferentes grupos experimentales. Se muestra la media y la desviacion estandar, el valor del estadigrafo F
y los grados de libertad del ANOVA. Las letras de la a-c representan las diferencias significativas entre los grupos (prueba de rangos multiples de

Duncan, p < 0,05). N = 5 para todos los grupos experimentales.
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Fig. 5. La estimulacion de la BLA indujo un incremento significativo en la expresion de la proteina c-Fos en la corteza prefrontal. A) Fotomicrogra-
fia (40 X) del grupo control basal. B, D) Fotomicrografias (40 X) de los grupos control entrenado y el grupo de ratas con lesion de FF y estimulacion
de la BLA respectivamente. C) Fotomicrografia (40 X) del grupo de lesion de FF. Barra = 50 ym. E) Andlisis cuantitativo de los nucleos positivos
a c-Fos en los diferentes grupos experimentales. Se muestra la media y la desviacion estandar, el valor del estadigrafo F y los grados de libertad
del ANOVA. Las letras de la a-d representan las diferencias significativas entre los grupos (prueba de rangos multiples de Duncan, p < 0,05). N =

5 para todos los grupos experimentales.
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po de las ratas controles entrenadas. Mas alla de este primer
analisis para mostrar las diferencias en el nimero de nucleos
marcados con c-Fos, es importante destacar que, al igual que
en el hipocampo, el entrenamiento y la estimulacion de la BLA
produjeron un incremento en el nimero de nucleos marcados
con c-Fos en la corteza prefrontal estadisticamente signifi-
cativo con respecto al control basal y a las ratas lesionadas
respectivamente (ANOVA de clasificacion simple, *F ;= 14,
53, p = 0,00 seguido de la prueba de rangos multiples de Dun-
can). Ademas, las ratas del grupo lesionadas, entrenadas y
estimuladas tuvieron un mayor nimero de nicleos marcados
con c-Fos que el grupo de ratas controles entrenadas (ANOVA
de clasificacion simple, *F =14, 53, p = 0,00 seguido de la

(391) "
prueba de rangos multiples de Duncan).

DISCUSION

El objetivo de esta serie de experimentos era esclarecer
los mecanismos a través de los cuales la activacion de la
amigdala promueve la recuperacion de la memoria espacial
en animales que tienen un déficit en estas habilidades como
consecuencia de la lesién de la FF.

Hemos podido demostrar que la estimulacion eléctrica
de la BLA induce la expresion temprana de los genes relacio-
nados con la plasticidad como el bdnf y el arc, asi como la
concentracion de las proteinas BDNF y NGF. Ademas, la es-
timulacion de la BLA aumenta la expresion de las proteinas
asociadas al crecimiento dendritico, MAP-2 y axonal, GAP-43.
Por otro lado, la estimulacion de la BLA produce una activa-
cion de diferentes regiones cerebrales como el hipocampo y
la corteza prefrontal, demostrada a través del incremento en
la inmunoreactividad a la proteina c-Fos.

Lesion de fimbria-fornix

En los cuatro experimentos que se disefiaron en este tra-
bajo, el estudio histolégico demostré una transeccion casi
completa de la FF, lo cual sugiere que el procedimiento de
la lesion es efectivo debido a que produce una denervacion
colinérgica casi completa en el hipocampo. Esto se demues-
tra por la pérdida de tincion de la AChE. Estos resultados son
coincidentes con estudios previos de nuestro laboratorio%4),

La estimulacidn eléctrica de la BLA promueve la recu-
peracion de la memoria espacial en ratas con lesién de fim-
bria-férnix. Los resultados del presente estudio en los cuatro
disefios experimentales, confirman que la estimulacion dia-
ria de la BLA 15 min después del entrenamiento mejora el
aprendizaje en ratas con déficit de memoria como resultado
de la transeccion bilateral de la FF. Los mecanismos por los
cuales la estimulacion de la BLA ejerce su efecto en la me-
joria de la memoria pueden involucrar su efecto reforzador

en procesos como la LTP en el hipocampo . Esto ha sido
demostrado en animales sanos entre los cuales la estimu-
lacion de la BLA consolida una potenciacion de corta dura-
cién (E-LTPR del inglés early-long term-potentiation) y la pro-
longa a una potenciacion duradera (L-LTPR, del inglés late-long
term-potentiation)('®'7).

La estimulacion eléctrica de la amigdala aumenta la
concentracién de las neurotrofinas BDNF y NGF

Nuestros datos muestran que la estimulacion eléctrica de
la amigdala aumenta la concentracion de la neutrofina BDNF
alas 2 hy 24 h posteriores a la estimulacion en el hipocampo
de ratas no lesionadas, y en ratas con lesion de FF después de
la combinacion del entrenamiento en el LAM y la estimulacion
de la BLA, mientras que la concentracion de NGF muestra
cambios menores en ambas situaciones.

Se ha demostrado que el BDNF juega un papel en los pro-
cesos de aprendizaje y memoria y en la plasticidad sinapti-
ca®. Coincidente con estos resultados, nuestros datos mos-
traron diferencias significativas en la concentracion de BDNF
entre el grupo control basal y el grupo control entrenado en el
LAM vy, ademas, se encontraron diferencias entre los grupos
de lesion de FF con o sin estimulacion de la amigdala.

Basandonos en lo anterior, podemos suponer que un in-
cremento en la sintesis y liberacion del BDNF después de la
estimulacion de la BLA y el entrenamiento podria actuar pa-
racrinamente sobre las neuronas del hipocampo para activar
cascadas y mecanismos capaces de promover la plasticidad
neural y con ello promover la memoria para la tarea.

Por otra parte, el NGF parece ser decisivo para la super-
vivencia de las neuronas colinérgicas septales que se pro-
yectan al hipocampo (9. Las aferencias colinérgicas son
cruciales para la memoria y su degeneracion o interrupcion
pueden tener efectos devastadores sobre las funciones de la
memoria (9.

Sin embargo, en el presente estudio se demuestra que la
estimulacion de la BLA aumenta significativamente la con-
centracion de NGF en el hipocampo 24 h después de la esti-
mulacién en ratas sanas, asi como en ratas lesionadas con o
sin estimulacion de la BLA.

La estimulacion eléctrica de la amigdala incrementa
los niveles de expresion de los genes de expresion
temprana relacionados con la plasticidad bdnf y arc

En este trabajo se demostrd que la estimulacion de la
BLA produce un incremento en la expresion de los genes re-
lacionados con la plasticidad bdnf y arc después del entre-
namiento. Ademas, evaluamos la expresion de ambos genes
después de la estimulacion de la BLA en ratas sanas donde
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observamos un aumento en la expresion de estos genes que
duré al menos hasta las 2 h con un pico en la expresién maxi-
ma a los 30 min. Este hallazgo esta en linea con lo reportado
en trabajos anteriores 9,

Los resultados de este estudio apoyan la suposicion de
que la estimulacion de la BLA induce la transcripcion del gen
bdnf en su ARNm, el cual es después traducido en la proteina
BDNF. Este factor neurotréfico participa en la sefializacion y
en la plasticidad sindptica dependiente de la actividad en el
sistema nervioso adulto y su liberacion podria activar la expre-
sion temprana del gen arc cuyos niveles de expresion estan
aumentados por la fuerte estimulacion sinaptica.

Los estudios con ARN antisentido @, los estudios con
ratones knockout @V y farmacoldgicos @ sugieren que la pro-
teina arc tiene una alta tasa de recambio y que su sintesis
continua es necesaria durante una ventana critica para que
la consolidacion de la memoria ?? y de la LTP tenga lugar @3
En linea con nuestros datos se ha demostrado que el arc se
incrementa en el hipocampo inmediatamente después del en-
trenamiento en el LAM y que es critico para la consolidacion
de la memoria espacial a largo plazo @V,

GAP-43, MAP-2 y la recuperacion de la memoria
espacial

Nuestros datos muestran que la estimulacion de la BLA
produce un incremento mantenido en la concentracion de
GAP-43 en el hipocampo vy la corteza prefrontal desde las
24 h hasta las 96 h. Datos previos han sugerido que GAP-43
es un correlato intrinseco de axones en crecimiento y la sinap-
togénesis durante el desarrollo y la reorganizacién anatémica,
asi como también de la regeneracion axonal, la sinaptogéne-
sis reactiva y la plasticidad sinaptica en el estado adulto guia-
do por la experiencia ®¥. En este estudio presentamos datos
gue muestran que en las ratas sanas entrenadas en el LAM se
induce un incremento en la concentracion de la proteina GAP-
43, lo cual es coincidente con resultados previos . Mas in-
teresantemente, la estimulacion eléctrica de la BLA posterior
al entrenamiento diariamente produce un aumento de la con-
centracion de GAP-43 en el hipocampo y la corteza prefrontal
en ratas con lesion de FF, superior no solamente comparado
con el grupo de animales con lesion de FF, sino ademas con
las ratas sanas entrenadas. Reportes previos han mostrado,
que la expresiéon de GAP-43 aumenta durante la LTP @9,y que
el bloqueo del receptor NMDA con MK-801 reduce la expre-
sion de GAP-43 en las células granulares del hipocampo @7
Es muy sugestivo, que la activacién de la BLA, una estructura
limbica involucrada en la emocion y la motivacion, produzca
un incremento de GAP-43 en el hipocampo y la corteza pre-
frontal, y consecuentemente podria conducir a la recupera-
cion de la memoria espacial en animales con lesién de la FF.

Con la intensiéon de construir una vista mas completa
sobre la estimulacion eléctrica de la BLA y sus efectos so-
bre el crecimiento y la remodelacion sinaptica, estudiamos
la proteina postsinaptica MAP-2. La proteina MAP-2 es una
fosfoproteina del citoesqueleto que esta principalmente aso-
ciada con los microtubulos en las dendritas postsinapticas®®.
En este trabajo, hemos mostrado que la estimulacion de la
BLA produce un incremento sustancial de la concentracion
de MAP-2 en el hipocampo y la corteza prefrontal de las 24 h
a las 96 h. Existen evidencias que muestran que los cambios
dependientes de la actividad en la estructura dendritica po-
drian involucrar la expresion de MAP-2 @9 La inhibicion de
MAP-2 por oligonucledtidos anti sentido MAP-2 en cultivos
de macroneuronas cerebelares @ resulta en la inhibicion de
la formacion y crecimiento de las neuritas. También en este
trabajo proporcionamos datos que muestran que en las ra-
tas sanas entrenadas en el LAM se produce un aumento en
la concentracion de la proteina MAP-2, lo cual coincide con
resultados previos ©9. Otra forma de plasticidad dependiente
de la actividad, como la LTP, requiere el incremento de la ex-
presion del ARNm de MAP-2 €1 Ademas, mostramos que, en
animales con lesién de la FF y estimulacion de la BLA, ocurre
un incremento de la concentracion de MAP-2. Por otra parte,
ha sido demostrado que el ejercicio moderado es capaz de
inducir un incremento de MAP-2 en el hipocampo ©¢2).

La sintesis de las proteinas GAP-43 y MAP-2 pueden ser
actores importantes en la remodelacién sindptica final indu-
cida por la estimulacion de la BLA. Las sinapsis recién emer-
gidas podrian ayudar a compensar los efectos del déficit de
memoria debido a la desaferentacion subcortical después de
la transeccion de la FF.

La estimulacion eléctrica de la amigdala incrementa
los niveles de expresion de la proteina c-Fos

Nuestros datos muestran que en las ratas sanas entre-
nadas en el LAM se produce un incremento significativo en
el nimero de nucleos positivos a ¢-Fos en el hipocampo y
en la corteza prefrontal. Este resultado es coincidente con lo
reportado en la literatura ©2. En cuanto a su papel en estos
procesos, los datos previos de diversos laboratorios utilizan-
do diferentes métodos que van desde animales modificados
genéticamente, silenciamiento genético indican que la induc-
cién de este de gen de expresion temprana (c-fos) durante el
aprendizaje es un mecanismo clave para la consolidacion de
la memoria a corto plazo en una memoria a largo plazo ¢,
Esto se torna especialmente importante porque c-Fos, como
otros genes de expresion temprana, es un factor de transcrip-
cién que puede promover la transcripcion de varios genes ¢4,
Los productos de estos genes activados por c-Fos pueden ser
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claves para ajustar las propiedades de las neuronas a un nue-
vo nivel de actividad.

Nuestros datos coinciden con los reportados con ante-
rioridad en los cuales se muestra que la caracteristica mas
prominente de la expresion de c-fos en el sistema nervioso
central es el incremento dramatico, rapido y transitorio del
ARNm de c-fos y de los niveles de la proteina c-Fos seguido
de estimulos especificos 9. Los niveles maximos de la expre-
sién de c-fos fueron encontrados en las células granulares del
giro dentado en el periodo de tiempo de 30 min a 60 min, lo
cual coincide con nuestros datos.

Por ultimo, debemos decir que la estimulacion de la BLA
también induce la activacion de c-Fos en otras regiones cere-
brales como el septum, el talamo, la corteza visual, el estriado,
la corteza entorrinal, la corteza temporal, el hipotdlamo y el
locus coeruleus. Todo lo cual es razonable pues se conoce
que la amigdala tiene conexiones con casi todas las regiones
cerebrales ©®, en especial con las relacionadas con la conduc-
ta, la memoria y el aprendizaje. La activacion de todas estas
regiones puede participar en la recuperacién de la memoria
espacial observada en este trabajo.

Conclusiones

La BLA promueve mecanismos neuroplasticos funcio-
nales y estructurales que pueden contribuir al aprendizaje, la
memoria y a la recuperacion de funciones perdidas; todo lo
cual sugiere que la amigdala podria ser una estructura cere-
bral reguladora de la plasticidad neural que le permite a los
animales no solo responder inmediatamente de modo mas
eficaz frente a un estimulo relevante; si no que contribuye a
ampliar sus capacidades adaptativas para el futuro.
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