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RESUMEN

El aprendizaje observacional es la capacidad de imitar una conducta dirigida a metas,
a partir de la observacion de un congénere que actia como demostrador de una
conducta. Este tipo de aprendizaje fue inicialmente descrito en conductas humanas,
pero hoy sabemos que muchas especies animales, incluyendo vertebrados e
invertebrados, pueden aprender a partir de la experiencia de otros. A pesar de su
importancia, se desconocen las bases neurofisiologicas que sustentan el aprendizaje

observacional.

Roedores han demostrado la capacidad de aprender por observacion en distintos
paradigmas conductuales, incluyendo tareas de navegacion espacial. Sabemos que la
capacidad de un animal para orientarse en su entorno esta determinada por la
actividad neuronal concertada de varias regiones cerebrales, incluyendo el hipocampo.
En esta region, neuronas piramidales conocidas como place cells codifican porciones
del ambiente atravesadas por el animal (llamadas place fields). La poblacion de place
cells genera una representacion completa del entorno, que se denomina mapa
cognitivo. Este mapa es modulado por cambios en las caracteristicas espaciales y no
espaciales del entorno, en un proceso conocido como remapeo (remapping).
Actualmente se desconoce si el mapa cognitivo se genera exclusivamente en
representacion de la posicion del mismo animal o si puede también representar la
posicion de congéneres. En la presente tesis, hipotetizo que la actividad neuronal
hipocampal de un animal puede codificar la posicién de otro animal, y que dicha
codificacion es necesaria para el aprendizaje del observador a partir de la experiencia

de un congénere.

Para evaluar el rol del hipocampo en el aprendizaje observacional en tareas de
navegacion espacial, ratas naive observaron a un demostrador bien entrenado
mientras éste resolvia un laberinto espacial. Tras el periodo de observacion, el animal
naive pasO0 a resolver el mismo laberinto espacial y medimos parametros de
aprendizaje en este animal. Si el observador puede adquirir informacién sobre la tarea

de navegacion espacial a partir de la experiencia del demostrador, espero que dicho
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observador muestre una mejora en su desempefio conductual, comparado con
animales que observaron demostradores no entrenados o que no observaron

congéneres.

Los resultados experimentales indican que efectivamente los observadores mejoran
su desempefio conductual s6lo cuando observaron un demostrador bien entrenado.
Este aprendizaje fue suprimido después de inhibir farmacolégicamente la actividad
hipocampal durante el periodo de observacion, lo que sugiere que esta estructura
juega un rol clave en la adquisicion del aprendizaje observacional. Registros
electrofisiolégicos extracelulares de la actividad hipocampal indican la existencia de
una poblacion neuronal en CA1 que especificamente codifican la posicion del animal
demostrador en el laberinto espacial (lamadas observational-place cells, OPC). Esto
sugiere que el hipocampo genera representaciones espaciales de la posicion de un
congénere. Ademas, dichas representaciones hipocampales cambian cuando el
animal pasa de observar al congénere, a resolver la tarea espacial, indicando remapeo

global del mapa cognitivo.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente que la actividad
hipocampal es esencial para las mejoras conductuales asociadas a un proceso de
aprendizaje observacional. Los mecanismos subyacentes a esta mejora conductual
estan probablemente asociadas a la actividad neuronal hipocampal que genera una
representacion interna de la posicién del congénere que en esta tarea actia como

demostrador, a través de las observational-place cells.
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ABSTRACT

Observational learning is the ability to imitate a goal-directed behavior from the
observation of a congener that acts as a demonstrator of behavior. This type of learning
was initially described for human behavior, but today we know that many species,
including vertebrates and invertebrates, can learn from the experiences of others.
However, the neurophysiological underpinnings of observational learning remain

elusive.

Rodents can learn by observation within different behavioral paradigms, including
spatial navigation tasks. We know that the animal’s ability to orientate in an
environment is determined by the concerted neuronal activity of several brain regions,
including the hippocampus. Hippocampal pyramidal neurons known as place cells
encode portions of the environment traveled by the animal: the place fields. The
population of place cells generates a complete representation of the environment,
known as cognitive map. This map is modulated by changes both of spatial and non-
spatial features in the environment, by a process called remapping. Currently it is
unknown if a cognitive map is generated exclusively in representation of the animal
own position or whether it can also represent the position of congeners. In this thesis |
hypothesize that the activity of hippocampal neurons of an animal encodes the
positions of another animal, and that this encoding is necessary for the observer’'s

learning from a demonstrator’'s experience.

To evaluate the role of the hippocampus for observational learning of a spatial
navigation task, naive rats observed a well-trained demonstrator rat solving a spatial
maze. After the observation epoch, the observer was left to solve the same maze to
evaluate learning. If the observer can acquire information about the spatial navigation
task from observing the experience of the demonstrator, | expect an improvement of
the performance of the naive animal compared to animals that observed an untrained

demonstrator, or did not observe a demonstrator prior to the task.

The results of this experiment indicate that observers improve their performance in the

spatial navigation task only after watching an experienced demonstrator animal. This
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learning was completely abolished after pharmacological inactivation of hippocampal
activity during observation epochs, suggesting the hippocampus to play a key role in
observational learning. Extracellular recordings of hippocampal activity indicate the
existence of a population of neurons in CA1 which are specifically encoding the position
of the demonstrator rat in the maze (observational-place cells, OPC). This suggests
that the hippocampus generates spatial representations of a congener’s position.
Additionally, these representations changed when the animal shifted from observing to
actively navigating in the maze, indicating a global remapping of the cognitive map.

The results obtained in the framework of this dissertation strongly suggest that
hippocampal activity is essential for an observational learning-dependent improvement
of behavior. The underlying mechanisms of this improvement are likely explained by
the activity of hippocampal neurons generating an internal representation of the
navigation performed by a congener that acts as a demonstrator, through

observational-place cell activity.
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INTRODUCCION

Aprendizaje
Conceptos y categorias.

El aprendizaje es la capacidad del sistema nervioso de incorporar informacion del
medio externo y expresarla como un cambio conductual. Este cambio conductual
puede luego ser almacenado para ser reutilizado posteriormente, mediante los
mecanismos de memoria (Schacter y Wagner, 2004). Asi, aprendizaje y memoria
estan intimamente relacionados, pero corresponden a momentos distintos de un

proceso continuo.

Dentro de los tipos de aprendizaje hay al menos tres tipos que se han encontrado en
un gran numero de animales, tanto vertebrados como invertebrados: el
condicionamiento clasico (Pavlov, 1927), condicionamiento operante (Thordnike 1898;
Skinner, 1938), y el aprendizaje imitativo (Thorpe, 1963).

Los dos primeros conllevan aprendizaje mediante la asociacion entre un efecto y una
respuesta, y se basan en los estudios de Pavlov (1927) y luego la escuela conductista
de la psicologia (Watson, 1913), liderada por Skinner y Watson, entre otros. Mientras
en el condicionamiento clasico de Pavlov los animales aprenden gue ciertos estimulos
ambientales funcionan como un predictor de una recompensa o un castigo (Maren,
2001), el condicionamiento operante de Skinner es un tipo de aprendizaje controlado
por las consecuencias, es decir, la conducta de los mismos animales determina si
estos obtienen mas recompensa o evitan un castigo (Skinner 1937; Staddon y Cerultti,
2003). Estos tipos de aprendizaje han sido ampliamente documentados tanto en
términos conductuales como neurobioldgicos, y se siguen usando como una

aproximacion conductual a fendmenos cognitivos.

En esta tesis, sin embargo, nos centraremos en el aprendizaje imitativo, es decir, aquél
en el que un animal obtiene informacién sobre la resolucion de una tarea a partir de la
observacién de la conducta de un congénere, y luego utiliza dicha informacién para

resolver por si mismo la tarea en cuestion.
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La imitacion

La imitacién se entiende como “la copia de un acto novedoso de un animal (improbable
de ejecutar o articular, o un acto para el cual no hay una tendencia instintiva clara), por
parte de otro animal que no ha desarrollado previamente dicho acto” (Zentall T.R.,
1996). Esto no significa que los animales reproducen punto a punto la conducta que

imitan, sino que mas bien reproducen el sentido o el objetivo del acto copiado (Galef
1988).

Para entender el rol clave que juega la imitacion en disciplinas que van de la evolucion
a la sicologia, hay que entender sus origenes. A fines del siglo XIX, Darwin y Wallace
(cofundadores de la teoria de la evolucion, Darwin, 1859; Wallace 1858) diferian
respecto de la aplicacion de esta teoria a la evolucion de las capacidades cognitivas
de la mente humana. Por una parte, Wallace insistia en que la mente y la conciencia
eran un producto exclusivamente humano y por tanto no habia huella evolutiva ni
ancestros de estas cualidades. En cambio, Darwin sostenia que la mente humana, asi
como todas las propiedades de las especies, evoluciond lentamente a través de formas
de vida menos complejas. Esto ultimo implicaria que podriamos encontrar entre los
animales actualmente existentes en el planeta, “formas primitivas de facultades

morales y mentales propias de los humanos” (Galef 1988; Romanes 1883).

El aprendizaje imitativo es uno de los aspectos cognitivos que mejor representan esta
discusion, ya que primeramente fue definido para conductas humanas (Bandura 1969),
y luego se trasladé a estudios en animales, por lo que al afirmar hoy que animales no
humanos muestran caracteristicas de aprendizaje imitativo entrega evidencia a las
ideas de Darwin (Darwin, 1871, Thorpe 1963) de que dichas habilidades cognitivas
serian las huellas evolutivas de nuestras actuales habilidades cognitivas como

humanos.

Para los propésitos de esta tesis el aprendizaje observacional o imitacion se entiende
como la capacidad de un animal de adquirir nuevas capacidades de respuesta a un

estimulo a través de la observacion de un congénere que actiia como experto o modelo
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de la respuesta. Por ejemplo, cuando un grupo de animales aprende una operacion al
observar un grupo control, que ya es experto en la tarea 0 que en ese mismo momento
esta aprendiendo a resolverla. Esto implica que la observacion de congéneres es
suficiente para la adquisicion de respuestas dirigidas a metas que no son parte del
repertorio de respuestas innatas de la especie (como el apareamiento o la
alimentacion), y que el animal puede seguir desarrollando posteriormente en ausencia
del experto (Galef, 1988; Heyes, 1994; Bandura 1969). Una ventaja evolutiva que
podria heredarse a partir del aprendizaje observacional es la capacidad de los
animales de adquirir conductas sin perder tiempo en el aprendizaje asocial via ensayo

y error (Petrosini, 2007).

Si bien ha sido complejo concertar marcos teéricos y definiciones que limiten con
precision las conductas que son atribuibles a genuino aprendizaje imitativo versus
aguellas que son nada mas que una reproduccién de la conducta de otros, sin
reproducir necesariamente el sentido de la accién copiada. Un ejemplo de este Gltimo
tipo de conductas es el local enhancement, en el cual la presencia de un animal en un
cierto lugar del entorno aumenta la relevancia de dicho lugar para un animal
observador externo. Si en dicho lugar, por ejemplo, se esconde una recompensa y el
animal observador forrajea en dicho sitio después que lo hizo el demostrador, es
argumentable que la conducta no corresponde necesariamente a un aprendizaje ‘de
un animal forrajeando por una recompensa’, sino mas bien que el observador se
acerco al lugar de la recompensa simplemente porque ahi antes estuvo un congénere.
Para determinar que una conducta imitativa es realmente un aprendizaje observacional
se sugiere descartar conductas que no conlleven aprendizaje, como el local

enhancement y otras (Galef 1988; Heyes, 1996).

Evidencia neurofisiolégica del aprendizaje social: las neuronas espejo

La primera evidencia neurofisiologica de la capacidad de imitar, aparecida a principios
de los 90’s, agité aun mas el debate evolucionista. Los experimentos llevados a cabo
por el grupo de Giacomo Rizolatti en Italia mostraron que un grupo de neuronas en la

corteza parieto-frontal de monos se activaban no solo cuando el animal realizaba un
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movimiento, sino también cuando observaba a un congénere (o el experimentador),
realizar el mismo movimiento (Di Pellegrino y cols., 1992; Rizzolatti y Cragheiro, 2004,
figura 1la). A partir de ahi se identifico toda una red en la corteza fronto-parietal que
respondia a las acciones, emociones e incluso “vitalidad"* de las acciones de otros, y
cuya funcién seria unificar la percepcion de una accién con la ejecucion de la misma
permitiendo a un individuo entender la accion de otros ‘desde dentro’, es decir, dandole

una comprension en primera persona de dicha accion.

El mecanismo opera de modo que cada vez que un individuo observa a otro realizar
un cierto movimiento, se activan neuronas que codifican dicha accion en la corteza
motora del observador. Esta activacion, sin embargo, no conlleva necesariamente la
realizacion de dicho comando motor por parte del observador, y por ello el nombre
‘neuronas espejo’, ya que representan la accién de un otro en términos de actividad

neuronal, en quien observa (Rizzolatti y Cragheiro, 2004).

Este mecanismo se ha documentado en monos, humanos y aves (Rizzolatti y
Sinigaglia, 2010; Prather y cols., 2008; Keller y Hahnloser, 2009; Mukamel y cols.,
2010) pero no en otras especies. Ademas, si bien este mecanismo sigue reportandose
en experimentos con humanos y animales, sélo aplica al caso de aprendizajes motores
(y auditivos, en aves) y no se ha reportado evidencia de actividad tipo espejo en tareas
de aprendizaje explicito, ya sea en condicionamientos o tareas de imitacion no motora
(von Gog y cols., 2009). También la interpretacién de la actividad espejo y su impacto
en las funciones cognitivas, aun estd en discusién, ya que no existen pruebas
concluyentes que relacionen causalmente la actividad del circuito espejo y la
capacidad de ‘entender el sentido’ de la accién motora de un congénere (Steinhorst y
Funke, 2014).

LEl término “vitalidad” se refiere a “estados afectivos, estado de animo y actitudes de los agentes que
caracterizan cOmo se muestran y experimentan sus acciones y emociones (Rizzolatti y Sinagaglia,
2016).
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Evidencia de aprendizaje observacional en roedores

En ratas el aprendizaje observacional ha sido descrito en maltiples condiciones. Un
experimento clasico consiste en una caja separada en dos por una rejilla. Solo en una
de las mitades cuelga un joystick del techo y existe un pocillo donde pueden caer
recompensas; mientras que en la otra mitad hay un animal que puede observar como
un congénere aprende que cada vez que mueve el joystick hacia la izquierda, obtiene
una recompensa. Desde la perspectiva del observador, su congénere obtiene la
recompensa al mover la palanca a la derecha, lo que fue usado por los autores para
diferenciar si es que la conducta imitativa corresponde a la mera repeticibn motora, o
si el observador entiende la tarea desde el punto de vista del experto. Los resultados
confirman que el observador, al realizar la tarea, mueve el joystick mayormente hacia
la izquierda, lo que indica que dicho animal es capaz de representar y aprender la tarea

desde el punto de vista de la rata demostradora (Heyes y Dawson, 1990).

También se ha corroborado la capacidad de aprender por observacion tareas de
condicionamiento operante. En este caso un animal naive observa a un experto
presionar una palanca para conseguir una recompensa. Tras la observacion los
autores reportaron que los observadores presionaron mas veces la palanca respecto
a los que no observaron. Ademas, estimularon eléctricamente en la corteza prefrontal
(PFC), el nucleus accumbens (NAc) y la region CAl del hipocampo del observador
cada vez que el demostrador apretaba la palanca, midiendo el efecto en el aprendizaje.
La estimulacién en la PFC impidi6é el aprendizaje, en el NAc generd una mejora en el
desempefio del observador, mientras que la estimulacién en CA1 no provocé cambios.
Esta evidencia indica que distintas regiones cerebrales juegan papeles distintos en
esta clase de tareas: mientras la estimulacion de la PFC interrumpe el aprendizaje, la

estimulacion en el NAc lo promueve (Jurado-Parras y cols., 2012).

En un paradigma de condicionamiento al miedo, en tanto, se ha comprobado que los
animales que observan a un congénere sometido a una pequefia descarga eléctrica
(sin que el observador reciba el shock), genera respuestas conductuales como si
estuviera siendo sometido al condicionamiento (freezing). Los autores muestran que

la corteza cingulada anterior (ACC) juega un rol clave ya que su inactivacion
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farmacoldgica previo a la observacion suprime el aprendizaje. Ademas, describen un
aumento de la sincronizacion en el ritmo theta (4-12 Hz) entre la amigdala y la ACC,
dos estructuras que participan de las respuestas al miedo, lo que podria interpretarse
como un aumento de la comunicacion entre la ACC y la amigdala lateral, y ha sido
propuesto como un sustrato neurofisiolégico del aprendizaje en este paradigma (Jeon
y cols., 2010).

De hecho, reportes recientes muestran que un circuito intra-amigdalar (amigdala
lateral, LA — amigdala medial, MeA) es fundamental para que el observador genere
respuestas de freezing mientras se desarrolla la tarea. Los autores ilustran la
importancia de esta red utilizando un raton mutante de neuroxina (Nrnx1, gen asociado
a autismo), el cual no responde a estimulos sociales (como respuestas imitativas al
miedo), y ademas presenta una hipofuncién de esta red intra-amigdalar. Al aumentar
el funcionamiento de la MeA con un receptor metabotrépico disefiado para activarse
sélo con farmacos especificos (DREADD, designer receptor exclusively activated by
designer drugs), se obtiene una reversion parcial de la respuesta a estimulos sociales
en los animales mutantes, lo que indica que este circuito permite al observador
relacionar el contenido afectivo de ciertas claves sociales con el contexto en el que se

encuentra el animal demostrador (Twinning y cols., 2017).

Ademas de condicionamiento operante y al miedo, existe evidencia de aprendizaje
observacional en tareas de navegacion espacial en ratas. Disponiendo de pequefias
cajas sobre un tanque de agua, Maria G. Leggio y colaboradores, en el laboratorio de
la Dra. Laura Petrosini, permitieron que un grupo de animales observara a otro grupo
gue resolvia el laberinto acuético de Morris (es decir, que debian encontrar la ubicacién
de una plataforma en un tanque de agua, figura 1b). Al evaluar a los observadores que
nunca antes se habian sometido a esta prueba encontraron que éstos tenian un mejor
desempefio comparado con los animales que no observan (figura 1c). Evaluaron
también el papel del cerebelo en este aprendizaje a través de una lesion hemicerebelar
previa o posterior a la observacion, y descubrieron que los animales lesionados previo

a la observacion no mejoraron su desempefio, pero aquellos animales lesionados
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Figura 1. Animales no humanos y la capacidad de comprender las acciones de otros. (a).
Primera evidencia de neuronas espejo. Una neurona de la corteza premotora del mono
incrementa sus descargas tanto cuando observa que el experimentador toma un objeto (arriba,
raster plot a la derecha), como cuando el mismo animal toma dicho objeto (abajo, extraido de
di Pellegrino y cols., 1992). (b). Diagrama del aparato usado para evaluar aprendizaje
observacional en tareas de navegacién espacial: una serie de cubiculos contienen ratas
individuales que pueden observar a una congénere mientras busca la plataforma escondida
en el tanque de agua. (c). Resultado de la latencia de animales observadores (linea negra) y
animales naive (linea roja). El protocolo experimental fue el siguiente: las primeras cuatro
sesiones la plataforma estaba escondida, luego siguieron dos sesiones en que la plataforma
estuvo visible, y finalmente cuatro en que la plataforma fue escondida en una nueva ubicacién
(extraido y modificado de Leggio y cols., 2003).

después de la observacion si pudieron desempefiar con éxito la tarea. Este resultado
se replica en los animales no observadores, quienes solo resuelven la tarea si la
aprendieron a resolver antes de sufrir la lesion, de lo contrario, no son capaces de
orientarse y nadan continuamente en circulos, sin encontrar la plataforma aun cuando
esta es visible (Leggio y cols., 2000; Leggio y cols., 2003; Petrosiniy cols., 2003). Estos
resultados sugieren que el cerebelo participa de la adquisicién de nuevos patrones de
movimiento, los cuales pueden ser almacenados como memoria tanto si son
observados como si son realizados por el animal. Sin embargo, una vez que dichos

movimientos son aprendidos, el cerebelo no es requerido para mantener la conducta.
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Si tomamos el conjunto de trabajos que proponen sustratos neurofisiolégicos para el
aprendizaje observacional en roedores podemos advertir que hay coincidencia entre
las estructuras cerebrales que participan de la respuesta individual de dichas
habilidades, y las estructuras que participarian durante el aprendizaje social. Asi en el
caso de condicionamiento al miedo, participan la amigdala (a través del circuito MeA-
LA) y la ACC, ambas estructuras relacionadas con la representacion, memoria y
respuesta a estimulos aversivos; en el condicionamiento operante participan la mPFC
y el NAc, relacionadas con la organizacion temporal de respuestas orientadas a metas
y codificacion de recompensas; y existe evidencia de que en tareas de navegacion
espacial participa el cerebelo, parte del circuito motor y de navegacién espacial.
Incluso, Las neuronas espejo del circuito fronto-parietal, que participan de la
representacion de actos motores, se ubican en regiones corticales motoras y pre-
motoras. Asi, esta evidencia (la mas avanzada en cuanto a una propuesta mecanistica
de la capacidad de aprender por observacién) sigue la idea de que las estructuras
cerebrales que participan de las habilidades cognitivas del propio individuo estan

también activas durante el aprendizaje social.

La evidencia presentada aqui se puede agrupar en dos grandes hipotesis:

i. los animales no humanos pueden expresar habilidades cognitivas complejas, como

el aprendizaje observacional, tal como la expresan los humanos.

ii. Para aprender a partir de la experiencia de otros, el cerebro utilizaria las estructuras
que se activan cuando el animal realiza activamente dichas tareas o acciones,
representando la intencién de la accion de otros y luego incorporando dicha

informacién al abanico de conductas del mismo animal.

Creemos que para abordar estas posibilidades es necesario centrarse en un
paradigma de aprendizaje observacional en una tarea cognitiva como, por ejemplo, la
navegacion espacial. Esta capacidad se ha relacionado fuertemente a la actividad del
hipocampo, la corteza motora y regiones subcorticales como los ganglios de la base y

el cerebelo (Kandel 2004). En el siguiente apartado veremos sucinta y concisamente
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porqué el hipocampo representa una oportunidad Unica para responder las
interrogantes planteadas, dado el detallado conocimiento que tenemos sobre el
funcionamiento de la red hipocampal que permite a los animales orientarse en su
entorno, aprender y almacenar memorias respecto al contenido tanto espacial como

no espacial de los ambientes que recorren.

Bases neurofisioldgicas de la navegacidon espacial

Entendemos la navegacion espacial como la capacidad de planear y ejecutar
trayectorias dirigidas a un objetivo o meta. Para ello, el individuo requiere conocer su
posicion respecto al medio en el que se encuentra, de modo que sea capaz de alcanzar
su objetivo aun en ausencia de informacion sensorial (Gallistel 1990). La pregunta
sobre las bases neurofisiolégicas de esta capacidad ha congregado multitud de
esfuerzos en los ultimos 40 afios. Sin ir mas lejos, mientras se desarrollaba esta tesis,
tres investigadores fueron galardonados con el premio Nobel de fisiologia por sus
contribuciones en el campo (Abbot y Callaway, 2014). A continuacion, revisaremos los
mecanismos generales implicados en esta capacidad.

Hipocampo y place cells

Una region fundamental para la codificacion y navegacion espacial es el hipocampo.
El hipocampo es una arquicorteza bilateralizada ubicada en los l6bulos temporales
mediales en humanos y en roedores extendida rostrocaudalmente en forma de C hacia
el I6bulo temporal (Witter y Amaral, 2004). La disfuncién hipocampal (ya sea mediante
lesiones o drogas) provoca una profunda pérdida de la capacidad de orientacién
espacial en ratas (Morris y cols, 1982; Riedel y cols., 1999, figura 2a). Esto coincide
con estudios en humanos que correlacionan el deterioro hipocampal (a traves de la
sintomatologia clinica), con pérdida de la capacidad de orientacion espacial (Vlicek y
Laczo, 2014).

El hipocampo esta organizado en tres regiones distinguibles morfolégicamente: el giro

dentado (GD), los Cornu Ammonis (CA) 1, 2, 3 y 4, y el Subiculum. Todas estas
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regiones siguen una organizacion trilaminar de modo que en la capa central (stratum
piramidale) se ubican los somas de las neuronas principales y muchas interneuronas.
La capa superior (hilus en el GD, stratum oriens en CA1, 2 y 3) e inferior (capa
molecular en el DG, stratum radiatum en CAs) contiene fibras aferentes y eferentes
(segun la region) asi como algunas interneuronas (Witter y Amaral, 2004). El
subiculum es un area de transicion entre la a paleocorteza entorhinal y la arquicorteza

hipocampal (Andersen y cols., 2007).

A nivel de conectividad, el hipocampo recibe aferencias desde las capas Il y 11l de la
corteza entorrinal (EC) tanto medial como lateral. Aferencias de la capa Il de la EC
hacen sinapsis con neuronas del GD y CA3, mientras que las de la capa Il de la EC
lo hacen en el arbol dendritico de las neuronas de CA1. La via ‘clasica’ de la
conectividad hipocampal comienza con las fibras musgosas (mossy fibers) que salen
del GD y alcanzan CA3, desde donde se proyectan las colaterales de Schaffer hacia
CAl, que a su vez proyecta al subiculum, donde finalmente la informacién vuelve a las
capas V/VI de la EC. A dicha ruta se afladen las proyecciones directas desde la capa
Il de la EC a CA1, asi como los inputs provenientes del septum medial y la banda
diagonal de Broca, que hacen sinapsis en CA3 (Torrealba y Valdés, 2008; Van-Strien
y cols., 2009).

A nivel anatoémico-funcional, se pueden reconocer 3 regiones en el eje septo-temporal
del hipocampo: dorsal (HD), intermedio y ventral (HV) (Moser y Moser, 1998; Fanselow
y Dong, 2010). Estudios mediante lesion hipocampal muestran que especificamente la
porcion dorsal es necesaria para el aprendizaje en tareas de navegacion espacial
(Moser y cols., 1995), mientras que el hipocampo ventral modularia procesos afectivos

y emocionales (Henke, 1990).

En todo el hipocampo encontramos neuronas que aumentan su tasa de descarga
cuando el animal cruza una ubicacion especifica del ambiente. Dichas neuronas se
conocen como place cells, y el lugar codificado o campo receptivo se conoce como
place field, es decir, la porcién del espacio codificado por dicha place cell (O’Keefe y
Dostrovsky 1971). La sumatoria de place fields representados por distintas place cells
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genera un mapa espacial que representa el espacio total recorrido por el animal
(O’Keefe y Nadel, 1978).

Encontramos place cells en las porciones tanto dorsales como ventrales del
hipocampo, a contramano de la segregaciéon funcional en el eje dorso-ventral
comentada anteriormente. Sin embargo, en el HV encontramos una proporcion mucho
menor de place cells comparado con el HD (Jung y cols., 1994), y la métrica de los
place fields, es decir, el &rea del espacio recorrido que representa cada place field, se
incrementa a medida que se recorre el eje dorso-ventral. Asi, mientras en el hipocampo
dorsal encontramos place fields del orden de centimetros, en el HV encontramos place

fields del orden de los metros (Kjelstrup y cols., 2008).

La evidencia de que un animal puede volver a su punto de partida incluso con las luces
de la sala de experimentacion apagadas (Mittelstaedt y Mittelstaedt, 1980) y que la
pérdida de informacion visual tras el apagado de luces no modifica la actividad de las
place cells (Quirk y cols, 1990) indica que esta actividad no depende Unicamente de la
entrada de informacion sensorial, en este caso por la via visual, sino que puede
sostenerse en ausencia de ésta, y por tanto funcionar como un sistema de orientacion

del animal respecto a si mismo y al entorno (Burgess, 2006).

Investigaciones posteriores mostraron que el hipocampo no es la Unica regiéon
implicada en el proceso de navegacion espacial. Existen neuronas ubicadas en la
corteza entorrinal medial que descargan en multiples ubicaciones en el espacio, pero
siguiendo un arreglo en forma de grilla de triangulos equilateros, de forma que cada
place field representa un vértice de dicho triangulo (Hafter y cols., 2005). La actividad
de estas neuronas, conocidas como grid cells, se interpreta como un mapa de
coordenadas del entorno y pueden ser moduladas por las caracteristicas del mismo
(Moser y cols, 2008). En la misma corteza entorrinal y en otras regiones se han
encontrado neuronas que codifican la orientacién de la cabeza del animal, conocidas
como head direction cells (Stackman y Thaube, 1997). Recientemente, ademas, se ha
reportado que neuronas de la MEC son capaces también de codificar la velocidad de
desplazamiento del animal, conocidas como speed cells (Kropf y cols., 2015).
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Asi, la actividad organizada de estas neuronas da lugar a la via de integracion, que es
el mecanismo propuesto por el cual el animal es capaz de determinar su orientacion
en el entorno, incluso en ausencia de claves sensoriales. Este mecanismo es
modulado por dos vias principales, por una parte, las entradas de informacion
sensoriales del medio externo, y por otro, la informacidn propioceptiva, vestibular y
sobre el estado mental general del animal (McNaughton y cols, 2006; Etienne y Jeffery,
2004).

Toda esta evidencia da soporte neurobioldgico a la idea que teorizara Tolman a fines
de la década del 40’ sobre los mapas cognitivos. Esta teoria propone que el cerebro
genera un mapa cognitivo que representa las caracteristicas del ambiente, y sobre
este mapa cognitivo realiza las asociaciones entre un estimulo y la respuesta
conductual apropiada para dicho estimulo. Asi, el sistema gana autonomia, flexibilidad
y versatilidad, al representar de una vez las distintas caracteristicas del entorno, en
vez de realizar meras asociaciones entre un estimulo y una respuesta. Surge como
una alternativa a la idea predominante de la época que decia que el sistema nervioso
es un muy buen operador de relaciones ‘estimulo-respuesta’, en donde el aprendizaje
no es mas que el fortalecimiento de algunas conexiones neuronales en desmedro de
otras, lo que finalmente se ve reflejado en las distintas conductas del animal (Tolman,
1948). Hoy en dia, incluso, algunos autores contemporaneos postulan la idea de que
el cerebro puede alojar mas de un mapa espacial en forma simultanea, y comienzan a
hablar del “atlas cognitivo”, como la capacidad de alojar multiples mapas cognitivos en

simultdneo (Geva-Sagiv y cols., 2017).

Fenomeno del remapeo de las place cells.

Se ha observado que los place fields responden fuertemente a cambios en el entorno.
Si las condiciones ambientales no cambian, y el animal permanece en el mismo
ambiente manteniendo las claves visuales, los place fields muestran una fuerte
estabilidad, es decir, codifican persistentemente el mismo lugar del espacio por dias,
semanas o incluso meses (Thompson y Best, 1990). Parte de esta estabilidad puede

estar dada también por la demanda atencional de la tarea. Se ha visto que el aumento
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de la dificultad de una tarea (y por tanto de la atencion que un animal debe prestar a
las claves o al entorno) se correlaciona con una mayor estabilizacion de los place
fields, y que dicha estabilizacion se correlaciona también con un mejor desempefio en

la tarea (Kentros y cols., 2004).

Por otra parte, el hipocampo es capaz de codificar dos ambientes distintos a través de
la generacion de dos mapas completamente diferentes, en que el espacio
representado por la misma place cell cambia entre un ambiente y otro. Esto se conoce
como global remapping (Leutgeb y cols., 2005; Willis y cols., 2005). Ademas, el
hipocampo es capaz de codificar cambios sutiles en el ambiente, por ejemplo, de color,
forma o luminosidad a través de un cambio en la tasa de descarga de las place cells.
Esto se conoce como rate remapping (Leutgeb y cols., 2005; Colgin y cols., 2008,
figura 2b). Asi, el sistema puede generar dos representaciones espacialmente distintas
cuando dos ambientes se codifican como diferentes (global remapping), y ademas
codificar cambios mas sutiles del mismo ambiente, manteniendo la representacion
espacial, pero modificando las tasas de descarga de las place cells (Colgin y cols.,
2008).

Se ha reportado que ambientes que presentan lugares relevantes para el animal
generan un reordenamiento de los place fields en CAl, de modo de representar
lugares cercanos al lugar relevante del ambiente (Duprety cols., 2010, Mamad y cols.,
2017).Con todo esto, el remapeo puede estar dado tanto por un cambio del entorno
fisico, cambios en algunas propiedades o caracteristicas de dicho entorno, también
por variaciones de la relevancia de ciertos lugares dentro de un entorno, o la presencia
de recompensas en cierto lugar del ambiente. Segun la variacidén de las condiciones
ambientales se pueden establecer nuevas representaciones completas del espacio, o

generar cambios a nivel de tasa de descarga.

Actividad ritmica poblacional como parte del sistema de navegacion

Ademas de la actividad individual de neuronas o ensambles neuronales, sabemos que

existen oscilaciones de campo local (LFP —local field potentials) que son parte esencial
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del funcionamiento cerebral (Buzsaki, 2006). Estas oscilaciones corresponden a
deflexiones ritmicas del voltaje producto de la actividad concertada de una poblacién
neuronal, y se registran como sefiales continuas de baja frecuencia (0.1-250 Hz)
(Varela y cols., 2001; Buzsaki, 2006). Se ha visto que el cerebro presenta estas
oscilaciones continuamente y la frecuencia de dichas oscilaciones varia tanto segun el
estado interno del sistema (vigilia/suefio, por ejemplo) como la demanda cognitiva o la
region cerebral que estemos midiendo. Se ha propuesto que estos ritmos estan detras
de la coordinacion y comunicacién neuronal entre distintas regiones cerebrales (Varela
y cols., 2001; Raichle y cols., 2001).

En el hipocampo una de las oscilaciones méas estudiadas es el ritmo theta, que en
roedores va de 4-12 Hz y se asocia a multiples procesos cognitivos asi como en
percepcion sensorial (Buzsaki, 2002). El origen de esta oscilacion usualmente se
asigna a una region extrahipocampal: el septum medial-banda diagonal de Broca, ya
que lesiones en esta region inhiben el ritmo theta hipocampal (Green y Arduini, 1954).
Interneuronas GABAérgicas del septum medial desinhiben ritmicamente a las
interneuronas del GD, CA3 y CA1 promoviendo su actividad ritmica en la banda theta.
Ademas, se ha visto que las sinapsis colinérgicas también son importantes para la

generacion de la oscilacion theta (Colgin, 2016).

Particularmente, en navegacion espacial se ha visto que el poder espectral de la onda
theta se correlaciona con la velocidad de marcha del animal (Shen y cols., 1997;
McNaughton y cols., 1983), mientras mas rapido navega el animal, mas prominente es
la sefial de theta hipocampal. Ademas, existe una relacion estrecha entre esta
oscilacion y la actividad de las place cells, ya que los potenciales de accion de estas
Gltimas sufren un retraso sistematico sobre la fase del ritmo theta, de modo que cuando
el animal atraviesa el centro del place field, la descarga esta en fase con el peak del
ritmo theta y la neurona alcanza su maxima frecuencia de descarga (precesion de fase

o phase precesion) (O’Keefe y Recce, 1993).

Asi, las place cells descargan secuencialmente a lo largo del trayecto recorrido
representando el espacio. Esta descarga secuencial se reproduce en la onda theta

asociada, ya que mediante la precesion de fase la secuencia de descargas de las place
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cells mantienen el orden en el que representan sucesivamente los lugares recorridos
por el animal (Colgin, 2016; Wang y cols., 2015, figura 2c). Ademas, se ha visto que la
estructura espaciotemporal de la onda theta también puede codificar la posicién del
animal, sugiriendo que la onda theta es un importante componente del sistema de

navegacion espacial (Agarwal y cols., 2014).

De este modo, el sistema de navegacion interno del animal incorpora informacion del
ambiente (a partir de la informacion sensorial) e informacién de la red (via de
integracion, onda theta) para proveer de orientacion al animal y para representar las

trayectorias realizadas.

Sin embargo, cuando un animal es desplazado pasivamente (por ej, sobre un carro) a
través de un laberinto anular se ha reportado que se mantiene la actividad tipo place
cells (Terrazas y cols, 2005; Furuya y cols, 2005, figura 2d) y head direction cells, pero
se pierde la actividad tipo grid cells (Winter y cols., 2015). Por otra parte, primates
sometidos a un laberinto virtual en dos dimensiones muestran una disminucién del
contenido de informacion en las place cells, pero otras caracteristicas de estas células

se mantienen, como la precesion de fase (Aghajan y cols., 2014).

Ademas, la supresién de la oscilacion theta, por lesion en el septum medial no impide
la aparicién de place cells, incluso en ambientes nuevos (Brandon y cols., 2014). Esta
evidencia sugiere entonces que el hipocampo es capaz de presentar actividad tipo

place cells, aun en ausencia de locomocion y de onda theta.

La evidencia mas sugerente de la capacidad del hipocampo de representar la posicidén
de otros viene de experimentos en ratas que observan a congéneres desplazarse
sobre un laberinto lineal, de ida y vuelta (Mou y Ji, 2016). La idea es que el observador
incrementa su atencion sobre ciertos lugares del ambiente debido a la presencia de
otro animal, lo que se conoce como local enhancement (Galef 1988). En estas
condiciones, los autores describen que un grupo de neuronas hipocampales se activan
tanto cuando el animal recorre el laberinto, como cuando observan pasivamente desde

una caja adyacente a un demostrador recorriendo la misma pista. Dicha activacion no
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Figura 2. Bases neurofisiolégicas de la navegacion espacial. (a). Esquema del experimento
de Morris (1985): un animal debe buscar una plataforma escondida en un tanque de agua.
Arriba animales control, abajo animales con lesién hipocampal. Izquierda, primer ensayo,
derecha décimo ensayo (extraido de Purves y cols., 2004). (b). Ejemplos de neuronas
hipocampales que presentan remapeo global (panel superior) o remapeo de frecuencia (panel
inferior). Ay B indican habitaciones distintas. Colores de los bordes de las cajas indican colores
distintos en las habitaciones. Se muestran tanto las espigas (puntos rojos) sobre la posicién
del animal (trazo negro) como los mapas de frecuencia en cédigo de calor (extraido de Fyhn
y cols., 2007). (c). Diagrama de theta sequences: un animal atraviesa un laberinto lineal
codificado por los place fields indicados en los Ovalos coloreados, organizados en un
prominente ritmo theta hipocampal (sinusoide superior). Al centro, una ampliacion de dos
ciclos de theta indicando la relacién entre las espigas de distintas place cells siguiendo la
precesion de fase (extraido de Colgin, 2016). (d) Actividad tipo place cells en ausencia de
actividad locomotora en ratas. Tasa de descarga de cuatro neuronas de animales que navegan
activamente (walk) o sobre un carro (car) por un laberinto anular. Se muestran dos vueltas a
la pista (extraido de Terrazas y cols., 2005).
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distingue un demostrador entrenado o un animal naive (es decir, se genera por la
presencia de un congénere, sin importar el tipo de demostracion que pueda realizar),
pero no se evidencia cuando se utiliza un auto de juguete o en ausencia del
demostrador (es decir, es especifica para congéneres). En estas condiciones
experimentales, sin embargo, los autores indican que la actividad hipocampal del
observador no representa la posicion del demostrador (Mou y Ji, 2016). Estos
resultados sugieren que la actividad de las place cells durante la observacion y la
navegacion, es dependiente de la presencia de un congénere en la pista que
posteriormente recorrera el observador. Este es el primer trabajo que presenta
evidencia de la capacidad de un congénere de modificar la actividad neuronal

hipocampal del observador.

Con estos antecedentes a la mano nuestra pregunta de investigacion fue ¢ podrian las
neuronas hipocampales representar no solo la posicion del mismo animal, sino
también la de un congénere? ¢Podria esta propiedad hipocampal ser la base de la
capacidad de aprendizaje observacional en tareas de aprendizaje espacial en

roedores?

En caso de que asi fuera esperariamos encontrar actividad tipo place cell en el
hipocampo del observador codificando la posicion de un congénere durante el

aprendizaje observacional de una tarea de navegaciéon espacial.
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HIPOTESIS

Un sustrato neurofisiolégico del aprendizaje observacional en tareas de navegacion
espacial corresponde a la generacion de un mapa cognitivo que representa la

experiencia de otro individuo en el hipocampo del observador.

Dicho mapa cognitivo es generado por neuronas del tipo place cells que representan

la posicion ocupada por el congénere durante la demostracion.
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OBJETIVOS

General

Determinar el rol del hipocampo en términos conductuales y de dinamica neuronal en

un animal que observa y aprende de la conducta de otro.

Especificos

1.- Validar conductualmente un protocolo de aprendizaje observacional asociado a una
tarea de navegacion espacial.

2.- Determinar la participacion del hipocampo dorsal en el aprendizaje observacional

espacial mediante la inactivacién farmacolégica de esta estructura.

3.- Determinar mediante registros electrofisiologicos extracelulares de alta densidad
la generacion de mapas cognitivos en un animal que observa a un congénere mientras

éste resuelve la tarea de navegacion espacial.
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METODOS

Animales

Para este estudio utilizamos ratas macho adultas, de la cepa Sprague-Dawley de entre
300-400 grs de peso, las cuales fueron adquiridas en los bioterios de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile o de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile, segun disponibilidad. Todos los
procedimientos realizados en esta tesis fueron previamente aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (CBA 0813 FMUCH).

Utilizamos un total de 52 animales agrupados del siguiente modo:
- Treinta y tres para los estudios conductuales:
a. Animales para el grupo no pre-entrenado (7)
b. Animales para el grupo pre-entrenado (7)
c. Animales para el grupo observador de un pre-entrenado (6)
d. Animales para el grupo observador de un no pre-entrenado (5)
e. Animales para el grupo control plataforma (8)

- Doce para los estudios farmacologicos:
a. Animales para el grupo inyectado con solucién salina (6)

b. Animales para el grupo inyectado con bupivacaina (6)
- Siete animales para los estudios electrofisioldgicos.

Una vez adquiridos los animales se mantuvieron en ciclos luz-oscuridad 12/12 hrs
(encendido de luces a las 7am), temperatura controlada (23°C), con acceso libre a
comida y agua excepto cuando se indique, en la estacion experimental del laboratorio
del Laboratorio de aprendizaje, memoria y neuromodulacion por al menos una
semana. Durante este tiempo también se realiz6 la habituacion al experimentador.
Dicha habituacion consistid en al menos dos sesiones de interaccion libre (handling)

con el experimentador por unos 20 minutos.
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Tareas Conductuales

a. Oasis maze: utilizamos una version modificada del oasis maze (Clark y cols., 2005;
Martinez y cols., 2016), que consiste en una arena circular (140 cm de didmetro)
cerrada por paredes de 30 cm de alto, toda de color negro. En su interior se
disponen 20 pocillos equidistantes (4 cm de diametro, 2 cm de profundidad cada
uno) en los que se esconde una gota de agua (0.2 ml). En la posicién designada
como norte ubicamos una clave visual proximal, sobre la pared de la arena, que se
mantendra constante para todos los grupos experimentales (figura 3a). La tarea
consiste en 15 ensayos de un minuto de duracién en el cual los animales deben
encontrar un unico pocillo recompensado. Para forzar al animal a utilizar su sistema
de navegacion interno, cambiamos aleatoriamente la posicion de inicio entre cada
ensayo.

Esperamos que una vez que los animales han identificado la ubicacion del pocillo
recompensado respecto al entorno, recorran trayectorias mas cercanas a la
trayectoria ideal (linea verde en figura 3a), y en menores tiempos.

La correcta resolucion de esta tarea es dependiente de un protocolo de pre-
entrenamiento previo, en el cual se habitla a los animales tanto a la arena del oasis
maze, a la presencia de pocillos y a la existencia de una recompensa dentro de
dichos pocillos, pero no se les revela previamente la posicion del pocillo
recompensado ni el tiempo del que disponen para encontrar dicho pocillo. Los

detalles del pre-entrenamiento se presentan en Experimentos.

b. Observational maze: Para evaluar la capacidad de aprendizaje observacional
ubicamos una plataforma de acrilico transparente en el centro de la arena del oasis
maze. En ella un animal puede observar el desempefio de un congénere en la tarea
(figura 3b). La plataforma corresponde a un atril de acrilico de base cuadrada (30
cm de lado, 5 mm espesor), un eje vertical cuadrado de 50 cm de alto (5 cm lado, 3
mm espesor) y cuatro brazos en forma de ‘X’ centradas en el eje vertical, cada uno
de 22.5 cm de largo y 5 cm de ancho (5 mm de espesor). Sobre los brazos se ubica

una rejilla metalica con espacios de 5 mmy de 42 cm de lado. Sobre ésta, un cilindro
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Figura 3. Paradigma experimental. (a). Oasis maze: en la tarea de orientacion espacial el
animal debe encontrar un pocillo recompensado de entre 20 totales, en 15 ensayos de hasta
un minuto de duracién. Ademas del porcentaje de aciertos (tasa de éxito) y el tiempo que
demora en encontrar el pocillo (latencia), medimos la relacion entre la trayectoria recorrida y
la trayectoria 6ptima (razon de distancias; linea roja y verde, respectivamente) y el nimero de
errores por ensayo (visitas a un pocillo no recompensado, cruces rojas). (b). Observational
Maze: una plataforma de acrilico transparente fue ubicada al centro de una arena circular (140
cms diametro). Dentro de esta plataforma se ubic6 un animal que podia observar el
desempefio de un congénere mientras resuelve la tarea de orientacién espacial en la arena
de abajo. (c). Fotografia ejemplo de una sesién de observacion, indicando en rojo la trayectoria
del demostrador.

de acrilico transparente de 35 cm de didmetro, abierto en el suelo y el techo (figura

3b). Esta plataforma permite disminuir el desplazamiento del animal observador.

Experimentos

a. Conductuales
El experimento conductual buscaba validar la hipotesis de que los animales naive
qgue observan a un congénere experto mientras este resuelve una tarea pueden
luego resolver dicha tarea con mayor acierto que si no hubiesen observado o si

observaron a un animal que no es experto.
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Para esto, generamos dos grandes grupos de animales: demostradores y

observadores (figura 4).

animales demostradores: se dividi6 en dos subgrupos: en el primero, siete

animales fueron privados de agua el dia anterior a resolver 15 ensayos del oasis
maze, sin mayor habituacion (grupo no pre-entrenado, n=7). El segundo
subgrupo consistié en siete animales que fueron sometidos a un régimen de
pre-entrenamiento durante 3 dias consecutivos previo a la resolucion de la tarea
(Clark y cols., 2005). Dicho régimen consistié en: el primer dia todos los pocillos
del oasis maze contenian una gota de agua; el segundo dia la mitad de los
pocillos tenian recompensa y el tercer dia solo un cuarto de ellos tuvo agua. En
los tres dias se permitié al animal explorar por entre 15-20 minutos la arena
forrajeando por la gota de agua. Después de cada sesion de pre entrenamiento
cada animal tuvo una hora de acceso a agua (grupo pre-entrenado, n=7).

Seis de siete demostradores pre-entrenados y cinco de siete demostradores no
pre-entrenados resolvieron el oasis maze siendo observados desde la
plataforma de observacion. Aun cuando estos animales resolvieron 30 ensayos
del oasis maze, solo los primeros 15 fueron analizados posteriormente.

animales observadores: en todos los casos los animales fueron habituados

durante 3 dias a la plataforma de observacion con un régimen de privacion de
agua de 23h/dia. Un primer subgrupo de seis animales observo 30 ensayos de
un animal pre-entrenado resolviendo el oasis maze (grupo observador de
experto, n=6). Un segundo subgrupo de 5 animales observé a un animal no pre-
entrenado (grupo observador de no pre-entrenado, n=5), mientras que un Gltimo
grupo de ocho animales resolvié directamente la tarea, sin etapa de observacién

(grupo control plataforma, n=8).

Asi, comparamos el rendimiento conductual en la resolucion de 15 ensayos del

oasis maze entre los distintos grupos experimentales, utilizando las variables

descritas mas adelante.
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Figura 4. Experimento conductual. Los animales fueron separados en dos grandes grupos.
Por una parte, los demostradores (panel superior) y por otra los observadores (panel inferior).
Los demostradores se subdividieron en un grupo de animales que no fue pre-entrenado antes
de resolver el oasis maze (n=7, arriba, rojo) y otro que si fue pre-entrenado (n= 7, abajo, azul).
Los observadores, en tanto, se subdividieron en tres grupos. El primero observé a animales
pre-entrenados (n= 6, arriba, verde), el segundo grupo observd a no pre-entrenados (n=5,
centro, violeta) y el tercero no observé congéneres (n=8, abajo, azul oscuro). 6 de 7
demostradores pre-entrenados y 5 de 7 no pre-entrenados resolvieron el oasis maze ante la
presencia de observadores en la plataforma.

Demostradores

Observadores

b. Farmacologicos

El experimento farmacologico buscaba validar la hipétesis de que la actividad
hipocampal es necesaria para el aprendizaje observacional. Para ello inyectamos
un anestésico local que inactiva reversiblemente la actividad neuronal (bupivacaina,
ver detalles en la seccion Farmacos e inyeccién) 5 minutos justo antes de comenzar
la etapa de observacion. Todas las inyecciones se hicieron con el animal despierto.
En todos los casos, los demostradores fueron animales pre-entrenados.

Separamos los animales implantados con canulas en tres grupos experimentales

(figura 5):
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Inyeccion _salina (n=6): los animales fueron habituados por tres dias a la

plataforma de observacién (manteniendo un régimen de privacion de agua de
23 h/dia) y antes de comenzar la sesion de observacion se les inyecté un 0.5 pl
de solucion salina (NaCl 0.9%, Abbott Laboratories, IL, EEUU) en ambos
hipocampos. Inmediatamente después de la inyeccion, los animales observaron
30 ensayos de un congénere pre-entrenado en el oasis maze y luego
resolvieron 15 ensayos del mismo, manteniendo la ubicacion del pocillo
recompensado.

Inyeccién bupivacaina (n=6): al igual que el grupo anterior, estos animales

fueron habituados a la plataforma y cinco minutos antes de comenzar la tarea
se les administr6 0.5 pL de bupivacaina 0.75% v/v bilateralmente.
Inmediatamente tras la inyeccion, comenzaron la tarea de observacion y
posterior resolucion del oasis maze.

Control (n=6): animales provenientes de cualquiera de los grupos anteriores
(con el propdsito de minimizar el uso de animales de experimentacion sometidos
a cirugias invasivas) fueron pre-entrenados para resolver el oasis maze, tal
como el grupo pre-entrenado del experimento anterior. Cuarenta minutos antes
de resolver la tarea fueron inyectados con 0.5 pL de bupivacaina 0,75%, y luego
evaluados en el oasis maze (sin etapa de observacion). Los detalles detras de

la racional de este control se presentan en Farmacos e inyeccion.

Se utilizaron las variables conductuales descritas abajo para resolver la hipotesis.

. Electrofisiolégicos

El experimento electrofisiolégico buscaba dilucidar si la actividad hipocampal del

animal observador tiene una relacion con las posiciones del animal demostrador.

Para ello animales implantados crénicamente con hyperdirves, cuyos tétrodos

alcanzaron la capa piramidal de la region CA1 del hipocampo, fueron registrados

durante la observacion de un congénere pre-entrenado y posteriormente durante la

navegacion resolviendo el oasis maze.
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Figura 5. Experimento farmacol6gico. Separamos los animales previamente canulados en tres
grupos: el primero (salino n=6, arriba, verde) y segundo (bupivacaina n=6, centro, rojo) fueron
habituados a la plataforma de observacion por tres dias consecutivos, mientras que el tercer
grupo (control n=6, abajo, azul oscuro) fue pre-entrenado en el oasis maze durante igual
tiempo. Inyectamos el primer grupo con solucién salina (NaCl 0.9%,), y el segundo y tercero
con bupivacaina 0.75% v/v. Tras la inyeccion, los dos primeros grupos comenzaron la fase de
observacién de un demostrador pre-entenado, mientras que el tercer grupo esper6 40 minutos
antes de resolver el oasis maze. En todos los casos la inyeccion fue de 0.5 pL por hemisferio.

Variables conductuales evaluadas

Evaluamos el desempeiio conductual utilizando las siguientes variables:

a. Tasa de éxito: corresponde al porcentaje de ensayos correctos sobre los ensayos
totales. Nos brinda una idea general de la capacidad del animal de encontrar el

pocillo recompensado en menos de un minuto.

b. Razdn de distancias: es la razén entre la distancia recorrida por el animal y la
distancia optima desde el punto de salida del animal hasta el pocillo recompensado.
Corresponde a un indicador de la eficiencia de la ruta seguida por el animal. Su
disminucién a lo largo de los 15 ensayos es un indicador de aprendizaje, ya que el

animal recorrio trayectorias progresivamente mas eficientes.
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c. Latencia: corresponde al tiempo en segundos empleado por el animal para
encontrar la recompensa, en cada ensayo. Su disminucion a lo largo de la tarea
indica que el animal demora progresivamente menos en encontrar el pocillo

recompensado y por tanto es un indicador de aprendizaje.

d. Numero de errores: corresponde a la cantidad de veces que un animal explora el
interior de un pocillo no recompensado, en casa ensayo. Es un indicador de la
conducta exploratoria de la rata y su disminucion progresiva sugiere que el animal
es capaz de discriminar entre el pocillo recompensado, del resto de pocillos no
recompensados. Un bajo nimero de errores puede obtenerse también si es que los
animales sistematicamente no visitan ningan pocillo, lo que disminuye la
probabilidad de encontrar la recompensa. O a la inversa, podemos encontrar un
mayor nimero de errores si el animal recuerda la porcion del espacio donde se
encuentra el pocillo recompensado, pero no recuerda exactamente cual es. Por esta
razon esta variable fue analizada con mayor cautela siendo las 3 primeras variables

indicadores mas confiables del proceso de aprendizaje.

El aprendizaje se hizo evidente por una disminucién progresiva de la razén de

distancias y latencia a lo largo de la tarea.

Las variables continuas (razén de distancias, latencia y numero de errores) fueron
normalizadas segun:
Vi — min(V)
- max(V) — min(V)
Donde Vi = Variable continua en el ensayo iésimo.

<V>

De este modo, pudimos comparar simultaneamente la dinamica de las tres variables a
lo largo de la tarea. La curva resultante de esta transformacién se denominé curva de

rendimiento.
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Cirugias e implantes

Los procedimientos quirdargicos fueron los mismos para todos los animales, tanto
aquellos implantados con canulas para inyeccion intrahipocampal de
bupivacaina/salino o con un micromanipulador que permite el movimiento vertical de
tetrodos de registro electrofisioldgico (hyperdrive) al interior del cerebro del animal

despierto.

Ratas de un peso no menor a 310 grs fueron anestesiadas con isofluorano al 2.5% en
una caja de induccién, con un flujo de 1Lt de Oz/minuto. Luego de la induccién el animal
fue trasladado al aparato estereotédxico y se mantuvo anestesiado durante toda la
cirugia con la ayuda de una naricera de gases para rata con isofluorano 1.5 %.
Protegimos los ojos de los animales con unguento oftdlmico para evitar la resequedad
de las corneas y potencial dafio ocular por la emanacion de O2 desde la naricera, y

mantuvimos la temperatura usando una manta térmica para evitar enfriamiento.

Practicamos una craneotomia y removimos la meninge sobre la region CA1l del
hipocampo dorsal. Los implantes se fijaron al craneo del animal mediante tornillos de
anclaje de acero inoxidable. La craneotomia fue recubierta con una capa de agar y el
resto del craneo, junto a los tornillos de anclaje, fue cubierto con cemento dental.
Posterior a la cirugia administramos ketoprofeno (0,2 mg/kg i.p.; Naxpet 1%,
DragPharma, Santiago, Chile) y enrofloxacino (19 mg/kg i.p.; Enromic 5%, CentroVet,
Santiago, Chile) como medidas analgésicas y antibidticas, y mantuvimos a los
animales en una caja de recuperacidn con temperatura regulada. Las medidas

analgésicas y antibidticas se mantuvieron durante 3 dias.

a. Canulas para inyeccion intrahipocampal: implantamos dos canulas guias (23
Gauge, Plastic One) dirigidas a cada uno de los hipocampos dorsales. Las
coordinadas estereotaxicas usadas fueron AP: -3.3 mm, ML: 2.5 mm, DV: 1.2mm, y
un [angulo de 20° (Paixinos y Watson, 1998). La canula guia penetré soélo en la
region cortical sobre el hipocampo de modo de minimizar el dafio sobre las fibras
comisurales que cruzan por el cuerpo calloso. Luego la punta de la canula de

inyeccion (33 Gauge, Plastic One) penetra 1 mm mas para alcanzar la capa
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piramidal de CA1l. Esto permite minimizar el dafio cronico sobre el hipocampo (figura
9a).

b. Micromanipulador para electrodos (hyperdrive): Implantamos cronicamente un
hyperdrive en las coordenadas: AP: -.3mm, ML: -1.8 mm (Paixinos y Watson, 1998).
Dicho manipulador nos permite manejar hasta siete tetrodos de movimiento libre en
profundidad (uno de referencia y seis para registro), e incluye dos electrodos para
electromiografia (EMG) (figura 6a y 6b). Cada tetrodo esta compuesto por cuatro
alambres de niquel-cromo de 18 um (AM-Systems) trenzados entre si, en cuya
punta se ha ajustado su impedancia a un valor entre 0,5 a 1 MQ, mediante
deposicion electrolitica de oro. El tetrodo designado como referencia fue
posicionado en el cuerpo calloso, mientras que los otros 6 electrodos sirvieron para
registro de actividad neuronal. Utilizamos uno de los tornillos de fijacion (el mas
posterior) como tierra del circuito. Una vez terminada la cirugia y antes que el animal
volviese al estado de consciencia los tetrodos fueron llevados a una posicién de 320
um de profundidad para asegurar que hayan penetrado en el tejido cerebral.

Cinco dias post-operacion los tetrodos se comenzaron a bajar a una tasa no mayor

a 320 um/dia, hasta alcanzar la capa piramidal de CAL.

Farmacos e inyeccion

Administramos bupivacaina, un bloqueador reversible de canales de sodio voltaje
dependientes, lo que impide la generacién del potencial de accién. La bupivacaina es
un anestésico local de la familia de las aminoamidas, similar a la lidocaina, pero con
una vida media un poco mas larga (~40 minutos) y se ha documentado su uso en
inyecciones intracerebrales, mostrando una inactivacion reversible por 30-50 minutos
(Catterall y Mackie, 2012, Gabriele y Packard, 2006). Este tiempo coincide con nuestro
periodo de observacién, lo que es particularmente sensible en nuestro experimento,
ya que la posterior evaluacion conductual del aprendizaje observacional en el oasis
maze, depende criticamente de la indemnidad de la funcion hipocampal (Riedel y cols.,

1999). Para controlar que el efecto de la droga después de los 40 minutos de vida
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media (es decir, después del periodo de observacion), no afecta el desempefio de los
animales en la tarea de navegacion espacial, incluimos un grupo control pre-entrenado

que fue inyectado con bupivacaina y testeado 40 minutos después en la tarea.

Los animales implantados con canulas fueron inyectados bilateralmente con 0,5 ul de
bupivacaina 0,75% v/v (Abbott Laboratories, IL, EEUU) o 0,5 ul de solucién salina
(Abbott Laboratories, IL, EEUU), cinco minutos antes de comenzar la sesion de
observacion sin emplear anestesia, a un flujo de 0.5uL/30s en cada inyeccion. Para
ello, conectamos una jeringa de precision (Hamilton Co., NV, EEUU) con una canula
de inyeccion, cuya longitud fue ajustada para alcanzar la capa piramidal de CA1l (2,2
mm). Una vez inyectado el volumen, esperamos un minuto adicional para permitir la

difusion de las soluciones.

Adquisicion y anélisis de datos electrofisiolégicos

a. Adquisicién de datos: Utilizamos un sistema analégico Cheetah de Neuralynx® de
32 canales para los registros (Neuralynx, MT, EEUU). La sefial de espigas fue
adquirida a una tasa de muestreo de 32KHz y filtrada en una pasa banda de 600-
6000 Hz, mientras que la sefial continua de LFP fue adquirida y digitalizada a una
tasa de muestreo de 2 KHz y filtrada en una pasa banda de 01-475 Hz (figura 6¢c y
d). Establecimos un umbral minimo de 35 pA para todos los canales de espigas,
obteniendo usualmente sefiales >200 pA de amplitud (figura 6d).

b. Separaciéon de unidades Unicas (spike sorting): para obtener células individuales la
actividad de espigas fue primero agrupada de manera automética en clusters

utilizando el software Klustakwik (http://klustakwik.sourceforge.net/).

Posteriormente revisamos manualmente estos clusters con el sofware MClust v3.4
(http://cran.r-project.org/web/packages/mclust/index.html, D. Redish) y Waveform
(Cohen S.).

Descartamos todos aquellos clusters en que mas del 1% de la poblacion de espigas

presentase intervalos inter-espiga menores a 2 ms (McNaugthon y cols., 1983)
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Figura 6. Adquisicién de datos electrofisiol6gicos. (a). Esquema de la ubicacion de los tetrodos
hasta alcanzar el hipocampo. (b) Fotografia del hypedrive utilizado para los registros con
tetrodos. (c). Trazos de sefiales de LFP e identificacibn de ripples caracteristicas del
hipocampo. (d). Ejemplos de sefales de espigas registradas mientras el animal realiza la tarea.
En este caso, se pueden observar sefiales de al menos dos putativas neuronas.

(figura7). Todos los analisis electrofisiologicos se llevaron a cabo mediante rutinas
de Matlab R2010a.

c. Determinacion del contenido de informacién: agrupamos todas las trayectorias de
cada ensayo del oasis maze y dividimos el cuadro de video en 48x48 bins (4,2x3,2
cm cada bin), lo que nos permitié calcular el tiempo de permanencia del animal en
cada biny con ello la probabilidad de ocupancia de dicho bin (pi). Luego calculamos
la frecuencia de descarga de cada neurona registrada en cada bin (Ri) y la
frecuencia media de descarga de la neurona durante toda la tarea (R). Finalmente
calculamos el contenido de informacion espacial [bits/espiga] utilizando la ecuacién
derivada del indice de informacion (Robbe y cols., 2009, Skaggs y cols, 1993) (figura

8a):
)= Yt () o ()

L

Donde pi = probabilidad de ocupancia del bin i,
Ri = frecuencia de descarga en el bin i,
R = frecuencia de descarga promedio de la neurona
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Figura 7. Separacion de neuronas Unicas. (a). Las sefiales registradas fueron analizadas
mediante clustering semiautomatico, en el que la proyeccion de las energias comparadas entre
los distintos canales del tetrodo permite separar las espigas de distintas neuronas. (b). Las
espigas de los cuatro canales del tetrodo para todas las neuronas identificadas de la
proyeccion en (a). Notese que la amplitud de las espigas es distinta en todos los canales, pero
la forma de cada potencial de accién se mantiene. (c). Asignacion de identidad celular a las
espigas indicadas en (a). Mientras la espiga superior muestra una lenta hiperpolarizacion y
una relacion pico-valle distinta de 1, la espiga inferior muestra una rapida hiperpolarizacion y
una relacién pico-valle cercana a 1.

d. Célculo del contenido de informacion obtenido por azar (boostrapping): para
determinar si el contenido de informacion espacial de una neurona fue mayor a lo
gue se puede esperar por el simple azar, aleatorizamos la posicion de las espigas
de cada neurona y recalculamos el indice de informacién, manteniendo el mapa de
permanencia del animal demostrador (figura 8b).

Para obtener una media fehaciente del indice de informacion generado por simple
azar (IPSakeatorizado) Calculamos previamente la cantidad de aleatorizaciones
necesarias para obtener una media bajo un error de un 1%. Calculamos el
IPSaleatorizado generado al iterar 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500 y 5000 veces y
evaluamos la dependencia del error estandar sobre el nimero de repeticiones
(figura 8c).

Ajustamos una curva potencial del tipo f(x) = ax’\(b) para modelar esta relacion,
con lo que obtuvimos la siguiente ecuacion

Error = 0.21 *n= %51
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Para simplificar la aproximacion, consideramos el exponente de n ~0.5, con lo que

se puede re-expresar la ecuacion en su forma lineal como:

1
Error = 0.21 * (—)
Vn

Calculamos el numero de iteraciones (n) necesarias para estimar la media del
IPSaleatorizado CON UN 1% de error, el nUmero de repeticiones necesario es:

n =463
Para comprobar este calculo, en vez de usar la aproximacion potencial a los datos
originales, aproximamos la relacién entre el error y el factor (1/\n) utilizando

directamente una regresion lineal, de modo que:
1
Vn
Recalculando el numero de iteraciones para alcanzar el 1% de error, con este

Error =021 [=]+4x107*

método:
n =463

Donde n= numero de repeticiones necesarias para alcanzar el 1% de error estandar
de la media. Decidimos utilizar 1000 iteraciones para el calculo de IPSaeatorizado, 10
gue entrega un error estandar de 0.7% a las medias obtenidas para cada neurona.
Ademas, procuramos mantener la distribucion del tren de descargas al momento de
calcular las aleatorizaciones. Para ello, modelamos la distribucién de cada tren de
espigas ajustandola a una distribucion de Poisson y obtuvimos el mejor estimador
(maximum likelihood estimator, MLE) de la distribucién (). Utilizando herramientas
de MatLab® generamos una distribucion con una media = A obtenido del paso
anterior. Corroboramos previamente que los trenes de espiga de cada neurona

podian modelarse con una distribucion de Poisson, utilizando test de Chi-cuadrado.

. Mapas de frecuencia: a partir de la frecuencia por bin (Ri) calculada antes,
generamos mapas de frecuencia utilizando una ventana de Hann de 0.5 en cada
bin y normalizamos la frecuencia segun:
Ri — min(Ri)
max(Ri) — min(Ri)
De modo de obtener valores en el rango [0:1].

<Ri>=
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Figura 8. Procedimiento para calcular contenido de informacién espacial real y aleatorizado.
(a). Ordenamos las descargas de cada neurona del observador (puntos rojos, izquierda abajo)
segun la posicion que ocupaba el animal demostrador en el oasis maze en el momento de la
descarga (trazos azules, izquierda arriba). Con la trayectoria del demostrador calculamos el
mapa de permanencia u ocupancia (centro, arriba) y el mapa de nimero de descargas por bin
(centro, abajo). Estos dos mapas se combinan finalmente para dar el mapa de frecuencia de
descarga por bin (derecha). Con la informacién de este mapa calculamos el indice de
informacién espacial (IPS) de cada neurona con la ecuacién indicada. (b). Para calcular el IPS
obtenido por azar, aleatorizamos el tiempo de los intervalos inter espiga a lo largo de todo el
recorrido del animal, preservando la distribucién de éstos. Asi, seleccionamos las neuronas
gue mostraron un indice de informacion mayor a dos desviaciones estandar sobre la media
del IPS aleatorizado. (c). Relacién entre el nimero de iteraciones con el que se calcul6 el
IPSaleatorizado Y €l €rror estandar de la media.
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f. Definicion de place field: identificamos un place field como una region dentro del
mapa de frecuencias en el que al menos 5 pixeles contiguos (es decir, entre 15-20
cms del arena del oasis maze) presentasen actividad mayor a 0 Hz, y que en el
centro de dicha region se alcanza la méaxima frecuencia de todos los pixeles que

definen el place field (Fenton y cols., 2008).

g. Calculo del indice de correlacidén espacial: para evaluar la similitud de los mapas de
frecuencia en neuronas seleccionadas simultdneamente como observational place-
cells y place cells, calculamos el coeficiente de correlacion de Pearson comparando
bin a bin la frecuencia de descarga de los mapas de frecuencia vectorizados.
Descartamos los bins que en ambas condiciones presentan una frecuencia de
descarga = 0. Resultados cercanos a 1 indican una mayor similitud entre los mapas
de frecuencia, mientras que valores cercanos a 0 indican que los mapas tienen baja
similitud (Leutgeb y cols 2005).

Para estimar el valor de la correlacion entre place fields completamente
independientes, calculamos la distribucion de indices de correlacion entre el mapa
generado durante la observacion de una neurona determinada y el mapa generado
durante la navegacion de todas las otras neuronas analizadas. Situamos un umbral
igual a dos desviaciones estandar sobre la media de esta correlacion aleatorizada
y lo comparamos con el valor de la correlacién entre los dos mapas de la misma

neurona (Fyhny cols., 2007, Geva-Sagiv y cols., 2016).

h. Calculo de la dispersion del place field (sparsity): para evaluar la dispersién del place
field sobre el espacio total recorrido calculamos la dispersién o sparsity del place
field de las neuronas seleccionadas simultdneamente como observational place-
cells y place cells, basandonos en la ecuacion propuesta por Jung y cols., 1994:

. . 2
L*xTl
< sparsity > = M
QX pi *1i?)
i. Célculo de rate remapping: el remapeo de la tasa de descarga (rate remapping)

corresponde a la propiedad de las place cells de variar la frecuencia media de los
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potenciales de accion en un place field determinado, como respuesta a cambios
sutiles del ambiente (Leutgeb y cols., 2005; Fyhn y cols., 2007). Calculamos el rate
remapping utilizando el overlap score (indice de solapamiento), que en nuestro caso
corresponde a la relacion entre la frecuencia de descarga durante la observacion vs
la navegacion, calculado como el cociente entre la sesion con el valor mas bajo,
sobre la sesion con el mayor valor (Fyhn y cols., 2007). Mediante este calculo,
frecuencias de descarga similares entre los dos episodios resultan en overlap
scores cercanos a 1, mientras que la diferencia entre las sesiones aumenta

asintéticamente hacia cero.

j- Determinacién del poder espectral en rango theta: para cada sesion experimental
(10 sesiones) seleccionamos el canal de LFP con mayor amplitud de sefal en el
rango theta (4-12 Hz) en los episodios de navegacion y lo usamos para los
siguientes analisis. Estimamos el poder espectral en el rango 4-20 Hz mediante
andlisis de multitaper para los periodos de descanso previo a la tarea (10),
observacion y navegacion. Excluimos los periodos inter-ensayo del andlisis.
Normalizamos el valor del poder espectral obtenido del mismo modo lo hicimos para

los mapas de frecuencia.

Perfusion e Histologia

Todos los animales intervenidos quirdrgicamente fueron eutanizados al final del
experimento mediante perfusion transcardial. Para ello anestesiamos profundamente
a los animales con isofluorano 2-2,5% y perfundimos a través del ventriculo izquierdo
con ~ 400 mL de solucion salina (NaCl 0.9%), seguido de 500 mL de PFA 4% en 0,1
M de buffer fosfato (pH 7,4). Tras ello, recuperamos los cerebros y los sometimos a un
proceso de postfijacion en PFA 4% por 2 horas a 4°C. Criopreservamos el tejido con
solucion de sacarosa al 30% en buffer fosfato salino (PBS + 0,02% azida de sodio) y
no antes de 2 dias o que los cerebros hayan caido al fondo del vial realizamos cortes
coronales de 50um en micrétomo de congelaciéon (Thermo Scientific, Darmstadt,

Alemania).
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Figura 9. Posicién y proyeccion de canulas para inyeccion intrahipocampal (a) y de hyperdrive
para registro electrofisioldgico (b). A la derecha, figuras ilustrativas tefiidas con el método de
Nissl.

Deshidratamos los cortes a temperatura ambiente y luego realizamos tincién de Nissl.
Montamos usando Entellan® (Thermo Scientific, Darmstadt, Alemania) y evaluamos la
posicion alcanzada tanto por las canulas como los tetrodos, utilizando un microscopio
de luz transmitida Nikon SMZ1500 (Kawasaki, Japdn).

Analisis estadistico

Realizamos los andlisis estadisticos con el software SigmaPlot 11.0, no obstante,
utilizamos el software GraphPad Prism 6.0 1 para generar los graficos. Todos los
resultados poblacionales se expresan como mediaterror estandar de la media. En
todos los casos la decision del test estadistico usado se determind segun la
normalidad de los datos evaluada con test de Shapiro-Wilk. Asi, utilizamos test
paramétricos cada vez que los datos presentaban una distribucion normal, y test no
paramétricos cuando no presentaban dicha distribucion. En todos los casos la
significancia estadistica se sitio en p<0.05.
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a. Experimentos conductuales y farmacologicos:
Para las comparaciones entre grupos de los promedios de las distintas variables
conductuales usamos ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak
o test de Kruskal-Wallis seguido de test post-hoc de Dunn.
Evaluamos la correlacion entre la razon de distancias y la latencia con el nimero
de ensayo usando el indice de correlacion de Pearson o el coeficiente de
correlacion de rangos de Spearman.
Ajustamos las pendientes de progresion a una recta usando el método de los
minimos cuadrados.
En el caso de la comparacidn entre grupos de distintos experimentos utilizamos
ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm Sidak para comparar la tasa
de éxito y prueba t de Student para comparar las distancias totales recorridas.

b. Experimentos electrofisiologicos:
Para estimar si la distribucién de trenes de espiga se ajusté a una distribucién de
Poisson usamos el test de ajuste de distribucion de Chi-cuadrado incorporado en
el paquete de analisis estadistico de MatLab.
Comparamos la frecuencia maxima, media, indice de informacion y dispersion del
place field mediante test de rangos de Mann-Whitney.
Para la correlacion de mapas espaciales utilizamos el indice de correlacién de
Pearson.
Para la comparacién de frecuencias maximas entre los episodios de observacion y
navegacion usamos test de rangos de Wilcoxon.
Comparamos el poder espectral en el rango theta durante descanso, observacion y
navegacion mediante ANOVA de dos vias seguido de test post-hoc de Sidak.
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RESULTADOS

Verificacion conductual del aprendizaje observacional en ratas

Para evaluar la capacidad de aprender por observacion de congéneres en ratas,
comparamos el desempefo de los distintos grupos experimentales en la tarea del
oasis maze (figura 4), usando los indicadores detallados en Métodos. Cualitativamente
es interesante observar que, si bien todos los grupos experimentales realizan
progresivamente trayectorias mas cortas a lo largo de la tarea, los grupos no pre-
entrenado, observador de no pre-entrenado y control plataforma, se mantienen
preferentemente en la periferia del arena, mientras que los animales pre-entrenados y

observador de pre-entrenado realizan cruces por el centro de la misma (ver figura 10).

Tasa de éxito

La tasa de éxito, entendida como un indicador global del desempefio de cada animal
durante toda la tarea, mostroé que los animales no pre-entrenados (n=7) resuelven un
12.4+7.2 % de los ensayos de la tarea (media + SEM), mientras que aquellos que si
fueron pre-entrenados (n=7) consiguen un 88.6+3.8 % de rendimiento. Los animales
observadores de un pre-entrenado (n=6), en tanto, logran un 53.3+9.3 % de
rendimiento, mientras que los observadores de un no pre-entrenado (n=5) y el grupo
control plataforma (animales que no observan un demostrador, n=8), resuelven un 8+8

y un 23.3+9 % de los ensayos (figura 11a).

La comparacién estadistica muestra diferencias significativas entre los grupos
(p<0.001, F(4,28)=0.96, ANOVA de una via), particularmente entre los animales pre-
entrenados y los observadores de un pre-entrenado, que se diferenciaron de todo el
resto de grupos (p<0.05 test post-hoc de Holm-Sidak, detalles de la comparacion entre
grupos la tabla Al). No encontramos diferencias entre los grupos no pre-entrenado,

observador de no pre-entrenado ni control plataforma.
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Figura 10. Trayectorias representativas de los distintos grupos durante los ensayos 1, 7 y 15.
Los circulos verdes indican el lugar de salida en dicho ensayo, los circulos negros indican el
lugar de llegada al final del ensayo, y el circulo azul representa el lugar del pocillo
recompensado (invariable en los tres ensayos).
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Ademas, evaluamos la progresion de la tasa de éxito a lo largo de la tarea calculando
la probabilidad de éxito acumulada para cada ensayo. En términos practicos,
asignamos un valor = 1 a cada ensayo en que el animal encontré el pocillo
recompensado y un valor = 0 cuando el animal no encontré el pocillo. Calculamos la
probabilidad de éxito para los 15 ensayos totales, construimos curvas de probabilidad
de éxito acumulada y comparamos las pendientes obtenidas con los datos de cada

grupo experimental (figura 11b).

Los animales del grupo pre-entrenado alcanzaron el 50% de probabilidad de encontrar
el pocillo recompensado antes del 9° ensayo, mientras que quienes los observaron
(observadores de un pre-entrenado) alcanzaron la misma probabilidad hacia el final de
la tarea. Los animales de los grupos no pre-entrenado, observador de un no pre-

entrenado y control plataforma requeririan de 20, 99 y 46 ensayos respectivamente.

Al comparar las curvas de probabilidad acumulada, encontramos que los animales pre-
entrenados y los observadores de pre-entrenados se diferenciaban de todos los deméas
grupos (incluso entre ellos), mientras que los animales no pre-entrenados,
observadores de no pre-entrenado y control plataforma no se diferenciaron entre si
(Figura 11b, tabla A2 con el detalle estadistico). Esto indica que sélo los animales pre-
entrenados en el oasis maze, y los observadores de un pre-entrenado muestran una

mejora progresiva de la probabilidad de encontrar el pocillo recompensado.

Razo6n de distancias

El resultado de la razén de distancias promedio (figura 12a) muestra que el grupo de
animales no pre-entrenados, los observadores de no pre-entrenado y el grupo control
plataforma recorren en promedio diez 0 mas veces el recorrido ideal durante la tarea
(10.9£0.4, 10.8+0.5, 10+0.5, mediatsem respectivamente). Los animales pre-
entrenados, en cambio, bajan esa tasa a la mitad (5.1+0.4), y los animales que
observaron a un pre-entrenado también muestran una disminucion (7.3+£0.5). El
analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre los grupos (p>0.001,

F(4,28)=0.16, ANOVA de una via). Los animales pre-entrenados y los observadores
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Figura 11. Tasa de éxito. (a) Media + sem de los distintos grupos experimentales. # p<0.05 vs
pre-entrenado, *p<0.05 vs observado de pre-entrenado. Calculado con ANOVA de una via
seguido de test post-hoc de Holm-Sidak. (b) Curvas acumuladas de la probabilidad de tasa de
éxito. Asignamos un valor = 1 a cada ensayo finalizado con éxito, y = 0 a aquellos en que el
animal no encontré la recompensa, y obtuvimos la media acumulada por grupo. ** p<0.001,
***n<(0.0001, calculado con ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak. La
linea punteada demarca el 50% de probabilidad de éxito.

de un pre-entrenado, al igual que en la tasa de éxito, se diferenciaron de todos los
demas grupos (p<0.05 test post-hoc de Holm-Sidak, detalles de la comparacién entre
grupos en la tabla A3). Asi también, los animales no pre-entrenados, observadores de
un no pre-entrenado y control plataforma no mostraron diferencias estadisticas

significativas entre ellos (figura 12a).

También analizamos el desempefio de los distintos grupos a lo largo de la tarea.
Esperamos que aquellos animales que aprenden la ubicacién del pocillo
recompensado realicen trayectorias cada vez mas cercanas a la trayectoria ideal
(independientemente de su posicion inicial), lo que conlleve a una disminucion de la
razon de distancias a lo largo de los ensayos. Para evaluar esta progresion,
calculamos la razon de distancia en cada ensayo y evaluamos la correlacion con el
namero de ensayo. De los cinco grupos experimentales sélo los animales pre-

entrenados y observadores de un pre-entrenado mostraron una correlaciéon
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estadisticamente significativa (r=-0.72, p=0.002 grupo pre-entrenado, indice de
correlacion de Pearson y p valor asociado, r=-0.67, p=0.008 grupo observador de un

pre-entrenado, coeficiente de correlacion de Spearman y p valor asociado, tabla A4).

El ajuste lineal de los grupos que mostraron correlacion entre la razén de distancias y
el nUmero de ensayo nos permiti6 comparar las pendientes de la progresion a lo largo
de la tarea entre los animales pre-entrenados y los observadores de un pre-entrenado.
Dicha comparacion no mostré diferencias significativas entre los grupos, lo que indica
que progresion de los observadores de un pre-entrenado es indistinguible de aquellos
gue han sido pre-entrenados en el oasis maze (-0.25+0.08, -0.30+0.11, pendiente
grupo pre-entrenado y observador de un pre-entrenado respectivamente, p=0.73,
prueba t de Student). Esto indica que a medida que avanza la tarea ambos grupos
disminuyen su razon de distancias, es decir, sus trayectorias se acercan cada vez mas

a la trayectoria ideal a la misma tasa de cambio (figura 12b, tabla A4).

Latencia

Comparamos también las latencias promedio de los distintos grupos. Los animales no
pre-entrenados, observadores de un pre-entrenado y control plataforma mostraron
latencias cercanas a los 60 segundos (58.2+0.6 (s) grupo no pre-entrenado, 57.9+0.9
(s) grupo observador de un no pre-entrenado, 51.7+0.7 (s) grupo control plataforma,
mediatsem), mientras que los grupos pre-entrenado y observador de un pre-entrenado
presentaron menores promedios de latencia (25.2+2.2 (s) grupo pre-entrenado,
39.7+2.4 (s) grupo observador de un pre-entrenado) (figura 13a).

Encontramos diferencias estadisticas entre los grupos experimentales (p<0.001
calculado con test de rangos de Kruskal-Wallis): el grupo pre-entrenado se diferencia
de todos los grupos excepto los observadores de un pre-entrenado (p=0.2 pre-
entrenados vs observadores de pre-entrenado, p<0.01 pre-entrenados vs todos los
demas grupos, calculado con test post-hoc de Dunn); los animales observadores de
un pre-entrenado, en tanto, se diferencian con los animales no pre-entrenados y

observadores de un no pre-entrenado, pero no con el grupo control plataforma.
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Finalmente, no encontramos diferencias entre los grupos no pre-entrenado,
observadores de un no pre-entrenado y control plataforma. Todas las comparaciones
se realizaron utilizando test post-hoc de Dunn, con el promedio de la latencia para los
15 ensayos, entre todos los grupos (figura 13a). Los detalles de los resultados

estadisticos se presentan en la tabla A5.

El analisis de la progresion de la latencia a lo largo de la tarea revelé que los animales
pre-entrenados y los observadores de un pre-entrenado fueron los uUnicos que
disminuyeron progresivamente este pardmetro (r= -0.76, p=0.001 grupo pre-
entrenado, r=-0.57, p=0.025 grupo observador de pre-entrenado, coeficiente de
correlacion de Pearson y p valor asociado) (figura 13b, tabla A6). Al igual que lo
encontrado al medir la razén de distancias, los ajustes lineales a ambas correlaciones
muestran una recta de pendiente negativa (-1.47+0.42, -1.12+0.52 pendientes grupo
pre-entrenado y observador de pre-entrenado respectivamente) que indica mejora
progresiva de la latencia a lo largo de la tarea. La comparacion estadistica de las
pendientes de dichos ajustes no mostré diferencias significativas (p=0.59, pruebat de

Student), lo que indica que la progresion de la latencia es la misma para ambos grupos.

NuUmero de errores

Calculamos el niumero de errores por ensayo para cada animal de cada grupo. Los
animales del grupo pre-entrenado tuvieron en promedio 4.15+0.39 errores en toda la
tarea, mientras que los observadores de un pre-entrenado tuvieron 2.6+0.22 errores.
Los grupos no pre-entrenado, observadores de un pre-entrenado y control plataforma,
en tanto, tuvieron promedios de 0.59+0.05, 0.88+0.11 y 1.4+0.14 errores,
respectivamente. La comparacion estadistica de los grupos mostré diferencias
significativas entre los pre-entrenados y todos los demas grupos (p<0.0001 en todos
los casos), y entre los observadores de un pre-entrenado y todos los demas grupos
(p<0.01 en todos los casos). No encontramos diferencias entre los grupos no pre-
entrenado, observador de un no pre-entrenado y control plataforma. Todas las

comparaciones se realizaron mediante ANOVA de una via seguido de test post-hoc de
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Tukey con el promedio del nimero de errores para los 15 ensayos, entre todos los

grupos (figura 14a). Los detalles de cada test estadistico se presentan en la tabla A7.

Al igual que para las variables anteriores, calculamos la progresion del nUmero de
errores a lo largo de los ensayos del oasis maze. Sdlo el grupo de animales pre-
entrenado mostr6 una correlacion estadisticamente significativa, de pendiente
negativa (p<0.01, r=-0.66, pendiente=-0.23; coeficiente de correlacion de Pearson).
Todos los demas grupos no mostraron correlacion o mejora del nimero de errores
(figura 14b). Los detalles estadisticos de este test se presentan en la tabla A8. Esto
indica que los observadores de un pre-entrenado, a diferencia de los pre-entrenados,
no disminuyen progresivamente el nimero de pocillos no recompensados visitados a
lo largo de los ensayos de la tarea, o que si se corrobora para los animales pre-

entrenados.

Andlisis de la eficiencia del aprendizaje

Para profundizar nuestro estudio, pusimos a prueba la hipétesis de que el animal que
aprendia a partir de la demostracion de otro, lo hacia con idéntica eficiencia a la
desempeiiada por el demostrador. Para ello, normalizamos los valores promedio de la
razén de distancias, la latencia y el nimero de errores a lo largo de la tarea y
construimos curvas de rendimiento de los animales pre-entrenados y observadores de
un pre-entrenado a lo largo de los 15 ensayos. Estas curvas de rendimiento no son
mas que la progresion de cada indicador a lo largo del tiempo, pero transformadas de
modo de poder compararlas simultdineamente entre grupos (detalles en Métodos).

Para el grupo pre-entrenado, las curvas de rendimiento mostraron una dinamica
homogénea: comienzan en un nivel medio, sufren un brusco descenso hacia el quinto
ensayo, luego vuelven cerca del nivel inicial y bajan hasta casi un quinto del maximo
comun a todas las variables (figura 15a). La comparacion estadistica nos mostro que
las curvas eran distintas entre si (p=0.001, F(2,42)=2.24, ANOVA de una via),
particularmente la latencia con la razén de distancias y con el nimero de errores

(p=0.0097 y p=0.0012, respectivamente, test post-hoc de Holm-Sidak).
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Para el grupo observador de un pre-entrenado, las curvas de rendimiento en cambio
mostraron una dinamica similar, pero en umbrales muy distintos entre si. Las variables
se mantienen estables hasta sufrir un aparente descenso en el cuarto ensayo
(estadisticamente no significativo, calculado con test post-hoc de Tukey posterior a
ANOVA de dos vias) del que se recuperan y descienden, tal como las curvas de los
pre-entrenados, hasta el Ultimo ensayo que es significativamente distinto de los
ensayos 2, 5 6, 7 y 11 (p<0.05 en todas las comparaciones, figura 15b). La
comparacion estadistica nos mostré que, a diferencia del grupo de animales pre-
entrenados, las variables de los observadores de un pre-entrenado son todas distintas
entre si (p<0.001, ANOVA de una via y p<0.0001 en las comparaciones entre las tres

variables usando test post-hoc de Holm-Sidak).

Finalmente, para evaluar la razén de cambio y el umbral de partida de cada variable,
ajustamos una curva lineal y comparamos las pendientes e interceptos entre los dos

grupos experimentales (figura 15c-e).

En el caso de la razén de distancias y la latencia, los ajustes lineales mostraron que
las pendientes no son distintas en las dos condiciones, pero el intercepto de los
observadores de un pre-entrenado (es decir, el nivel en el que comenzaron la tarea,
para cada variable) en ambos casos fue significativamente mayor que el de los pre-
entrenados (valores de pendiente, intercepto y comparacion estadistica se detallan en
la tabla A9). Esto indica que los observadores de un pre-entrenado desarrollaron la
tarea tal como los pre-entrenados, pero comenzaron la tarea con trayectorias alejadas
de la trayectoria ideal, y con latencias también mas altas, comparado con los pre-

entrenados.

En el caso del niumero de errores, las pendientes entre los dos grupos resultaron
estadisticamente diferentes al igual que el intercepto, lo que indica que la conducta de
los observadores de un pre-entrenado, medida por este parametro, resulta
completamente distinta de la conducta de los pre-entrenados, tanto en su nivel inicial
como en la progresion a lo largo de la tarea (los detalles de pendiente, intercepto y
estadistica se presentan en la tabla A9).
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Figura 15. Analisis del aprendizaje de los grupos pre-entrenado y observador de pre-
entrenado. Las tres variables continuas medidas en la tarea del oasis maze (razén de
distancias, latencia y numero de errores) fueron normalizadas y comparadas simultaneamente
para el grupo pre-entrenado (a) y observador de pre-entrenado (b). **p < 0.01, ***p<0.0001
calculado con ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak. Ajuste lineal £ sem
de la razén de distancia (c), latencia (d) y nUmero de errores (e) normalizados para ambos
grupos analizados. El valor de la pendiente e intercepto de cada recta, asi como las
comparaciones estadisticas entre ellas se presentan en la tabla A9.

En términos globales, estos resultados indican que los animales de los grupos pre-
entrenado y observador de un pre-entrenado son los Unicos que muestran un
aprendizaje efectivo en la resolucion del oasis maze, sustentados en una alta tasa de
éxito, mejora progresiva en las estrategias de navegacion (medido por la razén de
distancias) y progresion a menores tiempos para encontrar el pocillo recompensado
(medido por latencia). Las Unicas diferencias que observamos entre los grupos pre-

entrenado y observador de pre-entrenado fueron en la tasa de éxito promedio, la
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pendiente de la probabilidad de la tasa de éxito acumulada y razén de distancias
promedio. Por otra parte, los animales de los grupos no pre-entrenado, observador de
no pre-entrenado y control plataforma no demostraron ninguna mejora conductual o

aprendizaje en ningun parametro evaluado.

Para descartar que estos resultados se debiesen a ausencia de locomocion y una
conducta pasiva de los animales que no aprendieron, comparamos la distancia total
recorrida por cada animal sumando las trayectorias de cada ensayo. Los grupos que
no demostraron aprendizaje mostraron los recorridos mas largos, seguidos de los
animales observadores y pre-entrenados (96.3+6.0 (m) no pre-entrenados, 61.8+6.7
(m) pre-entrenados, 84.5t6.1 (m) observadores de pre-entrenado, 97.8+4.0 (m)

observadores de no pre-entrenado, 97.9+4.7 (m) control plataforma, mediatsem).

La comparacion estadistica de este parametro indica que existen diferencias
significativas (p<0.001, F(4,28)=0.62 ANOVA de una via), particularmente entre los
grupos que no aprendieron y los pre-entrenados (p<0.01 pre-entrenados vs control
plataforma, no pre-entrenados y observador de no pre-entrenado, p=0.069 pre-
entrenado vs observador de pre-entrenado, test post-hoc de Holm-Sidak, detalles en
tabla A10) (figura 16a).

Comparamos también las velocidades medias durante la tarea para cada grupo, y
encontramos que los animales pre-entrenados fueron los mas rapidos (18.39+0.98
(cm/s)) y se diferenciaron de todos los demas grupos excepto los observadores de pre-
entrenado (p<0,0001 vs observador de no pre-entrenado y control plataforma, p=0.064
vs observador de pre-entrenado, test post-hoc de Holm-Sidak posterior a ANOVA de
una via, detalles en tabla All) (figura 16b). Los animales observadores de pre-
entrenado fueron solo mas rapidos que los no pre-entrenados (15.09+0.69 (cm/s) y
11.06+0.6 (cm/s) respectivamente, p=0.012). No encontramos diferencias entre los
animales no pre-entrenados, observador de un no pre-entrenado y control plataforma

(detalles estadisticos en la tabla A11).

Con todo, estos resultados indican claramente que los animales naive que tuvieron la

oportunidad de observar a un congénere experto en resolver la tarea presentaron una
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Figura 16. Distancia total recorrida y velocidad media durante el oasis maze. (a) Media £ sem
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Media + sem de la velocidad de cada grupo experimental. # p<0.01 vs pre-entrenado, * p<0.05
vs observador de pre-entrenado. Calculado con ANOVA de una via seguido de test post-hoc
de Holm-Sidak.

mejora en todas las variables medidas. Este aprendizaje fue altamente dependiente
tanto de la presencia del congénere como de que éste sea un efectivo modelo de
aprendizaje, lo que da sustento a la idea de que las ratas son capaces de aprender
por observacion. En cambio, tanto los animales no pre-entrenados como aquellos que
observaron a un no pre-entrenado, y aquellos que no observaron congéneres, no
mostraron mejorias en ningln parametro. Esta ausencia de aprendizaje no se puede
atribuir a la falta de conducta exploratoria en ningun grupo, dado que los animales que
no aprenden fueron los que mas se desplazaron, mientras que los que aprenden al ser

sus trayectorias cada vez mas eficientes reducen un poco la distancia recorrida total.
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Papel del hipocampo en el aprendizaje observacional

Para determinar la participacion del hipocampo durante el aprendizaje observacional
en tareas de memoria espacial, comparamos el desempefio en el oasis maze de
animales que previo a la observaron fueron inyectados con un pequefio volumen de
bupivacaina, un bloqueador reversible de los canales de sodio voltaje dependientes,
inhibiendo la actividad hipocampal localmente y sélo durante la observacion. La
caracterizacion de los distintos grupos, los detalles de la cirugia de implante y del

procedimiento de inyeccidn se detallaron previamente en Métodos.

En breve, animales previamente implantados cronicamente con canulas dirigidas a la
region CA1 del hipocampo fueron inyectados con un pequefio volumen de 0.5ul de
solucién salina o bupivacaina justo antes de comenzar la etapa de observacién. En
todos los casos utilizamos como demostradores animales pre-entrenados en el oasis
maze. Dado que la etapa de observacién se extiende por alrededor de 40 minutos y la
vida media de la bupivacaina es también de ~40 minutos, esperamos bloquear la
actividad hipocampal s6lo durante la observacion, y no durante la posterior navegacion
del animal. Para corroborar esto incluimos un tercer grupo de animales que fueron pre-
entrenados en el oasis maze e inyectados con bupivacaina 40 minutos antes de
comenzar la tarea (grupo control). Con este grupo esperamos verificar que las
capacidades de orientacion espacial dependientes de la funcionalidad hipocampal se

recuperan 40 minutos después de la inyeccion de bupivacaina.

Tasa de éxito

Los animales inyectados con solucién salina (n=6) alcanzaron un 52.2+7.8 % de tasa
de éxito, mientras que los inyectados con bupivacaina (n=6) alcanzaron sélo un
13.3+5.2 %. Los animales controles (n=6), en tanto, alcanzaron un 81.1+6.1% (figura
17).
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Figura 17. Tasa de éxito tras la inyeccion farmacoldgica. Media + sem de los distintos grupos
experimentales. ** p<0.01 calculado con ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-
Sidak. Salino = animales inyectados bilateralmente con solucién salina (NaCl 0.9%);
bupivacaina = animales inyectados bilateralmente con bupivacaina (0.75% v/v); control =
animales pre-entrenados, inyectados con bupivacaina (0.75% v/v) 40 minutos antes de
comenzar el oasis maze (para detalle de los grupos, ver Figura 5).

La comparacion estadistica muestra que las medias de todos los grupos son distintas
entre si (p=0.0013 salino vs bupivacaina, p=0.0062 salino vs control, p<0.001
bupivacaina vs control, ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak).

Al comparar estos resultados con los datos de la tasa de éxito del experimento anterior,
encontramos que la media de los animales inyectados con bupivacaina es
indistinguible de los animales no pre-entrenados, a la vez que los animales controles
se comportan como los animales pre-entrenados y los animales inyectados con
solucién salina no se diferencian de la media de los observadores de un pre-entrenado
(p=0.99 bupivacaina vs no pre-entrenado, p=0.82 control vs pre-entrenado, p=0.99
salino vs observador de un pre-entrenado, ANOVA de una via seguido de test post-
hoc de Holm-Sidak) (tabla A12 y figura 18).

Razén de distancias

Al calcular la razén de distancia promedio de cada grupo encontramos que los
animales inyectados con solucién salina y bupivacaina presentan mayores valores que
los animales controles (9.1+0.7, grupo salino; 9.6+0.6, grupo bupivacaina; 6.5+0.8,
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Figura 18. Tasa de éxito combinada entre los experimentos conductual y farmacologico. Media
*+ sem de los grupos no pre-entrenado, pre-entrenado y observador de pre-entrenado del
experimento conductual (circulos) y los tres grupos del experimento farmacoldgico (triangulos),
ordenados en funcion de la similitud del resultado. n.s. = no significativo, calculado con ANOVA
de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak.

grupo control, figura 19a). Estadisticamente estos dos grupos son indistinguibles, y
ambos son diferentes del grupo control (p=0.5 salino vs bupivacaina, p=0.04 salino vs
control, p=0.02 bupivacaina vs control, calculado con ANOVA de una via seguido de
test post-hoc de Holm-Sidak).

Al evaluar la correlacion entre la razén de distancias y el nimero de ensayo
encontramos que los animales inyectados con solucién salina y los controles
mostraron una disminucion progresiva a lo largo de la tarea. Los animales inyectados
con bupivacaina en cambio, no mostraron dicha progresiéon (r=-0.72, p=0.003 salino,
r=-0.34, p=0.21 bupivacaina, r=-0.68, p=0.005 control, coeficiente de correlacion de

Pearson y p valor asociado, figura 19b).
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Latencia

Los animales del grupo control mostraron las menores latencias promedio, seguidos
del grupo salino y el bupivacaina (31+3.1 (S) grupo control, 44.7+2.3 (s) grupo salino,
57«1 (s) grupo bupivacaina, figura 20a). La comparacion estadistica indica que todos
los grupos son diferentes de todos los grupos (p=0.003 salino vs bupivacaina, p=0.003
salino vs control, p<0.001 bupivacaina vs control, ANOVA de una via seguido de test

post-hoc de Holm-Sidak).
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So6lo encontramos correlacion entre la progresion de la tarea y la latencia en los
animales inyectados con solucién salina y los del grupo control, pero no en los
animales inyectados con bupivacaina (r=-0.68, p=0.005 grupo salino, r=-0.61, p=0.015
grupo control, coeficiente de correlacion de Pearson y p valor asociado; r=-0.1, p=0.66
grupo bupivacaina coeficiente de correlacion de Spearman y p valor asociado, figura
20b).
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NUmero de errores

Los animales inyectados con bupivacaina mostraron una disminucion significativa del
namero de errores promedio durante el oasis maze, comparado con los grupos salino
y control (p<0.01 en ambos casos, calculado con test post-hoc de Holm-Sidak,
posterior a ANOVA de una via, figura 21a). Los animales del grupo control, a diferencia
de los pre-entrenados del experimento conductual anterior, no se diferenciaron del

grupo tratado con solucion salina.

Aun asi, solo los animales del grupo control mostraron una disminucion progresiva del
namero de errores a lo largo de la tarea, lo que no fue corroborado para ninguno de
los otros dos grupos (r=-0.29, p=0.28 grupo salino, r=-0.49, p=0.066 grupo
bupivacaina, coeficiente de correlacion de Pearson y p valor asociado; rho=-0.77,
p=0.001 grupo control, coeficiente de correlacién de Spearman y p valor asociado,
figura 21b).

Distancia total recorrida y velocidad promedio

Al igual que en el experimento anterior, para descartar que los resultados encontrados
se debiesen a inmovilidad de los animales comparamos la distancia total recorrida por
cada animal y la velocidad promedio durante la tarea. La comparacion de las medias
de la distancia recorrida muestra que no hay diferencias significativas entre los grupos
(p=0.56 salino vs bupivacaina, p=0.09 salino vs control, p=0.19 bupivacaina vs control,
calculado usando ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak). Es
decir, recorrieron la misma distancia al resolver la tarea, descartando cualquier efecto

de la droga o la solucion salina, sobre la marcha (figura 22a).

En cuanto a los promedios de velocidad, los animales del grupo bupivacaina fueron en
promedio mas lentos que los otros dos grupos, que no se diferenciaron entre si
(14,98+0.89 (cm/s) grupo salino; 11,01+1.27 (cm/s) grupo bupivacaina; 16.4+0.53
(cm/s) grupo control, mediatsem; p=0.019 salino vs bupivacaina, p=0.0033 control vs
bupivacaina, calculado con ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-
Sidak, figura 22b).
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Para evaluar si la inyeccion misma podia promover una menor actividad locomotora
sobre los distintos animales comparamos la distancia recorrida y la velocidad entre
estos tres grupos y sus homologos del experimento conductual (ver figura 18). No
encontramos diferencias en las comparaciones de la distancia total recorrida (p=0.17
salino vs observador de pre-entrenado, p=0.79 bupivacaina vs no pre-entrenado,
p=0.24 control vs pre-entrenado), ni en la velocidad promedio (p=0.93 salino vs
observador de pre-entrenado, p=0.97 bupivacaina vs no pre-entrenado, p=0.12 control
vs pre-entrenado, calculado usando prueba t de Student para cada pareja en ambas

condiciones)
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Figura 22. Distancia total y velocidad media de los animales inyectados. (a) Media £ sem de
la distancia total recorrida por cada grupo experimental. n.s.= no significativo. (b) Media £ sem
de la velocidad promedio de cada grupo experimental. * p<0.05, ** p<0.01. Calculado con
ANOVA de una via seguido de test post-hoc de Holm-Sidak.

El conjunto de resultados indica que la inactivacién farmacologica del hipocampo
durante los periodos de observacion impide la adquisicion del aprendizaje
observacional y dichos animales no muestran las mejoras conductuales que Ssi
muestran los animales inyectados con solucién salina y los del grupo control.
Descartamos que los resultados encontrados se deban a un remanente de
bupivacaina, ya que los animales controles resolvieron el oasis maze sin problemas
40 minutos después de haber sido inyectados con la droga. También descartamos
cualquier efecto inmovilizador de la inyeccibn misma ya que tanto las distancias
recorridas como la velocidad promedio fueron indistinguibles de los animales del
experimento conductual (sin intervencion farmacologica). Dicho de otro modo, estos
experimentos indican que el hipocampo es necesario para el aprendizaje

observacional en tareas de navegacion espacial.
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Dinamica neuronal durante la observacion

Para tener acceso a la actividad hipocampal durante el aprendizaje observacional,
registramos sefiales de espigas mediante tetrodos localizados en la region CAl
durante los periodos de observacion y navegacion (Gray y cols., 1995, Villalobos y
cols., 2017). Luego de separar las neuronas, estimamos la informacion que cada una
de ellas posee al correlacionar dicha actividad con la posicion del animal demostrador
(sesion de observacion) o con su propia posicion (sesion de navegacion). Esto nos
permitié evaluar la generacion de un mapa cognitivo en el hipocampo del observador
respecto a las posiciones del congénere demostrador. Los detalles de la cirugia, el
manejo, el registro y el analisis detallado de las sefiales, se encuentran en la seccion

Métodos.

Evaluamos también los parametros de aprendizaje en los animales registrados. Dado
gue algunos animales realizaron mas de una sesion experimental, incluimos en este
andlisis los resultados conductuales sélo de la primera sesion de observacion, de
modo que fuesen comparables con los resultados descritos previamente en esta tesis

en los experimentos conductual y farmacolégico (figura 23).

La tasa de éxito media de los animales registrados fue de 36.52+10.35 % (mediatsem,
figura 23a), lo que no fue estadisticamente diferente de las medias encontradas en los
grupos no pre-entrenado y pre-entrenado del experimento conductual (p>0.17,
registrados vs no pre-entrenados, p>0.99 registrados vs pre-entrenados, test de
comparaciones multiples de Dunn posterior a test de rangos de Kruskal-Wallis).
Ademas, estos animales no presentaron una disminucién progresiva de la razén de
distancias (r=-0.37, p=0.17, coeficiente de correlacion de Pearson, figura 23b) ni de la
latencia (rho=-0.20, p=0.48, coeficiente de correlacion de rangos de Spearman, figura
23c), aunque si del numero de errores (r= -0.61, p=0.016, coeficiente de correlacion
de Pearson, figura 23d), lo que contrasta con los resultados encontrados en los

experimentos anteriores. Detalles estadisticos en la tabla A13.

Estos resultados indican que los animales registrados no despliegan una conducta de

aprendizaje similar a las vistas en los experimentos anteriores.
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Figura 23. Pardmetros conductuales evaluados en los animales registrados
electrofisiologicamente. Valores de (a) Tasa de éxito, (b) razén de distancias, (c) latenciay (d)
namero de errores, a lo largo de 15 ensayos del oasis maze. En (b), (c) y (d) se indica ademas
el indice de correlacién de Pearson (r) o de Spearman (rho) segun corresponda, acompafiado
del p-valor asociado.

Estimacion de Observational-place cells

Identificamos 380 neuronas totales en 10 sesiones experimentales utilizando 7
animales implantados cronicamente. De dichas neuronas, 322 (85%) fueron
clasificadas como probables neuronas piramidales, basados en la forma de la espiga
y la tasa de descarga en reposo. Las restantes 58 neuronas fueron clasificadas como

interneuronas y se descartaron del analisis (tabla 1).

Para evaluar la hipétesis de que las neuronas hipocampales codifican la posicién de
un congénere, alineamos los potenciales de accion de cada una de las neuronas con
la posicion ocupada por el animal demostrador. Luego dividimos el espacio del oasis
maze en 48 x 48 bins de ~4 x 3 cm cada uno, y calculamos la frecuencia de descarga
de cada neurona en cada bin, generando asi mapas de tasa de descarga para cada
célula (figura 8a). Normalizamos la descarga de cada neurona por la permanencia del
animal demostrador en cada bin y calculamos el indice de informacion espacial (en
bits/espiga) de cada neurona para cada experiencia de observacion (IPSreal), utilizando
la ecuacion derivada de Skaggs que se detalla en Métodos (Robbe y cols, 2009;
Skaggs y cols., 1993).
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Tabla 1. Detalle de neuronas seleccionadas en cada etapa del andlisis.

Total %
Total animales 7
Neuronas registradas aisladas 380
Neuronas piramidales aisladas 322 85% del total
Observational-place cells (OPC) 62 19,3% de piramidales
Place cells (PC) 84 26% de piramidales
OPCy PC simultdneamente 29 46,7% de OPCs

Comparamos el IPS obtenido para cada neurona con el IPS obtenido al aleatorizar el
patron de descargas del observador, manteniendo la posicion del animal demostrador.
Repetimos esta aleatorizacion 1000 veces y calculamos la media y desviacidon
estandar de la distribucion de resultados aleatorizados (IPSaleatorizado, Mas detalles del
procedimiento en Métodos). Asi, cualquier propiedad presente en la dinAmica de
descarga de las neuronas es eliminada y el indice de informacién se ve fuertemente
influenciado por la permanencia del animal demostrador. Esto nos permite entonces
encontrar valores de IPS que ademas son comparables entre distintos animales y
sesiones, independiente de la duracién y el desplazamiento del animal demostrador
(figura 8b).

Para seleccionar neuronas con propiedades de place cells durante la observacion

utilizamos entonces los siguientes criterios:

- frecuencia de descarga durante la observacion > 0.25 Hz
- frecuencia de descarga durante observacién > frecuencia de descarga en
reposo

- IPSreal > (20' IPS aleatorizado + X IPSaIeatorizado)

De esta manera, 62 unidades (19,2% del total de neuronas piramidales) fueron
seleccionadas como neuronas que codifican la posicion del animal demostrador en el
hipocampo del animal observador (algunos ejemplos se detallan en la figura 24). En
adelante, llamaremos a estas neuronas observational-place cells (OPC). En la figura
25 mostramos ejemplos de unidades no seleccionadas como OPC, tanto por haber
sido clasificadas como interneuronas o porque el indice de informacion alcanzado por

el tren de descargas de una neurona piramidal fue menor que el alcanzado por azar.
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Figura 24. Ejemplos de observational-place cells. A la izquierda se muestra la posicion
ocupada por el animal demostrador (trazos azules) cuando cada neurona hipocampal del
observador descarg6 un potencial de accion (puntos rojos). Al centro se muestra el mapa de
frecuencias (rate map) generado a partir del grafico de la izquierda. A la derecha arriba, trazos
de la espiga correspondiente a dicha neurona. A la derecha abajo se indica la frecuencia
méxima de disparo por bin.
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frdescHz) 10.2

fr max (H2) 21.4

IPS cell (bins/spk)  0.09
IPS aleat (bins/spk) -0.04
pico/valle  0.95

frdesc(Hz) 1.7
frmax (Hz) 6.1

IPS cell (bins/spk)  1.06
IPS aleat (bins/spk) 1.1

pico/valle 1.9

Figura 25. Ejemplos de neuronas no clasificadas como observational-place cells. A la
izquierda se muestra la ubicacion del animal demostrador (trazos azules) cuando descarg6 un
potencial de accién cada neurona (puntos rojos). Al centro, el mapa de frecuencia de
descargas generados de la actividad neuronal (colores mas frios indican actividad = 0, colores
calidos indican actividad cercana al maximo de la neurona). Entre ambos graficos se indica la
forma del potencial de accion. Notese que la neurona 5_10d muestra una forma de la espiga
distinta a la neurona 2_5c. En base a la forma del potencial de accion la primera fue definida
como probable interneurona y la segunda como probable neurona piramidal. A la derecha: fr
desc = frecuencia de descarga en reposo; fr max = frecuencia de descarga maxima durante la
observacion; IPS cell= indice de informacion de la neurona; IPS aleat = indice de informacién
aleatorizado; pico/valle = relacion pico valle de la forma del potencial de accion.

Los place fields formados por cada OPC encontrada en este estudio se muestran en

la figura 26.

Estos resultados indican que una poblacion de las neuronas hipocampales del
observador presenta un contenido de informacion sobre el esperado por azar respecto

a las trayectorias del demostrador, las Observational-place cells (OPC).

Estimacion de place cells

Tras la sesion de observacion los animales registrados pasaron a resolver el oasis

maze. En dichos periodos de navegacion activa registramos también la actividad
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Figura 26. Mapas de frecuencia de las 62 neuronas clasificadas como observational-place
cells. En todos los casos la frecuencia se normalizé como se indica en Métodos. El tamafo de
cada cuadro es de 187x140 cms.
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hipocampal y posteriormente alineamos la posicion ocupada por el animal mientras
resolvia el laberinto con el tren de espigas de cada neurona piramidal identificada.
Utilizando los mismos criterios definidos anteriormente, obtuvimos las place cells del
animal que previamente habia observado, mientras resolvia el oasis maze (sesiones

de navegacion).
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Figura 27. Mapas de frecuencia de 35 neuronas clasificadas como place cells. En todos los
casos la frecuencia se normalizé6 como se indica en Métodos. El tamafo de cada cuadro es de
187x140 cms.
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Figura 28. Comparacion de la proporcibn de neuronas que generan representaciones
espaciales con uno o mas place fields, sobre el total de OPCs (izquierda) o place cells
(derecha) por sesién experimental (n=9 sesiones en ambos casos). En negro, porcentaje de
neuronas con 1 (negro), 2 (gris) o mas de dos place fields (blanco). No encontramos
diferencias significativas en la comparacién entre las sesiones de observacion vs navegacion
en ninguna de las tres categorias entre OPC y place cells, calculado con test t de Student para
cada categoria.

Encontramos 84 unidades con caracteristicas de place cells (26% del total de

piramidales). Algunos ejemplos de estas place cells se muestran en la figura 27.

Para evaluar si las OPC (n=62) compartian caracteristicas de place cells (n=84)
comparamos la proporcion de neuronas que presentaron uno, dos o mas de dos place
fields en su representacion espacial (figura 28). Mas de un 40% de OPC y de place
cells mostraron mapas de frecuencia con un anico place field, ~35% con dos place
fields, y casi un 24% de las OPC y un 15% de las place cells mostraron mas de dos
place fields por mapa. No encontramos diferencias en la proporcion de place fields por
mapa espacial (1, 2 0 >2) entre OPCs y place cells (p=0.33 OPC vs PC, 1 place field;
p=0.84 OPC vs PC, 2 place fields; p=0.32 OPC vs PC, >2 place fields, test t de Student
en cada caso).

También utilizamos parametros de frecuencia de descarga, contenido de informacion

y dispersion del place field (sparsity) para evaluar la similitud entre la actividad de las
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Figura 29. Caracteristicas de OPC y PC. Comparacion de la frecuencia maxima (a), frecuencia
promedio. (b). indice de informacién espacial y dispersion (sparsity), durante la observacion
(actividad OPC) y navegaciéon (actividad PC). ***p<0.001, n.s. = no significativo, calculado
usando test de rangos de Mann-Whitney.

OPC vy la actividad de las place cells. La frecuencia maxima alcanzada durante la
observacion fue significativamente menor que durante la navegacion (3.6+0.29 Hz
OPC, 6.11£0.26 Hz PC, mediatsem; p<0.001). No encontramos diferencias en las
frecuencias medias de descarga (0.79+0.07 Hz OPC, 0.76%0.06 Hz PC, p=0.95), ni en
los indices de contenido de informacion (2.24+0.08 (bits/espiga) OPC, 2.16+0.08
(bits/espiga) PC, p=0.38), ni en la dispersion del place field (0.14+0.009 OPC,
0.14+0.007 PC, p=0.57). Todas las comparaciones fueron realizadas usando el test de

rangos de Mann-Whitney (figura 29).
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Estos resultados indican que la actividad neuronal al observar es comparable a la
actividad neuronal al navegar, ya que tanto la frecuencia media, el contenido de
informacion y el sparsity son indistinguibles al observar y al resolver la tarea. Sélo la
frecuencia maxima de descarga en el centro del place field es menor en el animal
observador. Es decir, el animal observador es capaz de generar una representacion
propia de la posicion del animal demostrador, a través de actividad tipo place cells en

la region CA1 del hipocampo.

Caracterizacion y relacion entre los place fields durante observacion y navegacion

Para determinar la posible relacion entre los mapas espaciales generados durante la
observacion y la navegacion, evaluamos la presencia de neuronas que se
comportasen OPC y place cells en una misma sesion experimental. Identificamos 29
unidades con estas caracteristicas (46,7% de total de OPCs). Esto indica que casi la
mitad de las neuronas que codifican la posicién de un congénere participan también
de la codificacion del espacio recorrido por el propio animal. En adelante las

llamaremos common cells, es decir son comunes a ambas condiciones.

Comparamos los mapas de frecuencia generados durante la observacion y durante la
navegacion. Para ello estimamos la correlaciéon espacial entre dichos mapas usando
el indice de Pearson, para cada common cell (figura 30a). El detalle de este analisis

se indic6 en la seccidbn Métodos.

Encontramos bajos valores de correlacibn entre los mapas de observacion y
navegacion, con una media de 0.1+0.01 (r de Pearson) y una distribucion sesgada
hacia valores bajos de correlacion, como se muestra en la figura 30b. Esto sugiere que
la ubicacion de los place fields cambia entre las dos etapas de la tarea y que por tanto
la representacion al observar es diferente de la representacion en la arena del oasis

maze (figura 30b).

Para corroborar esto, calculamos la correlaciéon entre los mapas obtenidos durante la
observacion y navegacion de neuronas distintas. Este procedimiento nos permitio

obtener los valores de correlacion de mapas completamente independientes entre si
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Figura 30. Estimacién de remapeo espacial y de frecuencia de descarga. (a). Mapas de
frecuencia de tres common cells durante observacién y navegacion (izquierda y derecha,
respectivamente). Las frecuencias estdn normalizadas en el rango [0:1], de modo que los
colores mas célidos representan mayores frecuencias. (b). Histograma del indice de
correlacion de Pearson entre los mapas espaciales. La mayor parte de los datos se agrupa en
torno a 0. (¢). El indice de correlacién de cada common cell (puntos rojos) fue comparado con
el indice de correlacion aleatorizado entre dicha neurona y todas las otras common cells. El
indice de correlacion aleatorizado se muestra como media + 2 desviaciones estandar, donde
establecimos el umbral de estabilidad (trazo azul grueso = media, trazo azul delgado = umbral).
(d). Comparacion de las frecuencias maximas de descarga de las common cells. ***p<0.001
test de rangos de Wilcoxon. (e). Overlap score de la frecuencia maxima de descarga de cada
common cell. Valores cercanos a 1 indican que no existié rate remapping, mientras que valores
cercanos a 0, lo contrario. El color de los circulos representa la sesion en que la frecuencia
méaxima fue mayor: rojo durante observacion, azul durante navegacion.

(ya que fueron generados por neuronas distintas, provenientes ademas de sesiones
experimentales y animales distintos), y por lo tanto lo consideramos como el umbral
que define el remapeo global (Fyhn y cols., 2007, Geva-Sagiv y cols., 2016). Tan solo
una sobre las 29 common cell totales mostro un indice de correlacion espacial mayor

qgue el umbral de remapeo global, lo que refuerza la idea de que no existe relacion
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entre los mapas espaciales durante la observacion y la navegacion o, dicho de otro

modo, las representaciones en cada condicién son completamente independientes.

Finalmente, comprobamos que la diferencia de las frecuencias maximas al centro del
place field entre OPC y place cells se mantienen en las common cells, ya que durante
las sesiones de navegacion la frecuencia maxima es mayor que durante la observacion
(p<0.001 test pareado de rangos de Wilcoxon, figura 30d). Calculamos también el
indice de remapeo de la frecuencia maxima de descarga (rate remapping) utilizando
el overlap score (figura 30e, detalles del overlap score en Métodos), o que nos muestra
una distribucién centrada en 0.39+0.03 y con solo dos valores cercanos a uno. Estos
resultados indican que la frecuencia maxima de descarga también cambia entre la
observacién y la navegacion, incrementandose cuando el animal pasa de representar

la posicion de un congénere a representar la posicion propia en el maze.

Poder espectral en banda theta.

Dada la estrecha relacién entre las place cells y la oscilacién de campo en el rango
theta (4-12 Hz en ratas; Colgin, 2016), evaluamos el poder espectral del LFP en este
rango en tres periodos: descanso previo a comenzar la observacion, observacion y
navegacion. En la figura 31a mostramos la carta tiempo-frecuencia en el rango 0-20

Hz para toda la tarea (esto es, considerando los tres periodos).

Calculamos el poder espectral en dicho rango y evaluamos, mediante ANOVA de dos
vias y test post-hoc de comparaciones multiples de Sidak, cambios estadisticos dentro
del rango theta (4-12Hz) entre las tres etapas de la tarea (descanso, observacion,
navegacion). Encontramos un importante incremento en el poder espectral en el rango
6-12 Hz durante los periodos de navegacion que no se presenta durante la observacion
ni en los periodos de descanso y que corresponde al prominente ritmo theta asociado
a la ambulacién. Ademas, encontramos un pequefio descenso del poder espectral
entre los 6-9 Hz durante las sesiones de observacion, comparado con el descanso

previo (figura 31b).
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Figura 31. Poder espectral en la banda theta. (a) Ejemplo de un espectrograma durante la
tarea de observacion. Las lineas punteadas blancas verticales indican la transicion desde
descanso pre tarea = observacién - navegacion. En el Gltimo tercio se observa un aumento
del poder entre 5-10 Hz (ritmo theta), que coincide con los periodos de navegacion del animal.
(b). Poder espectral sobre el rango de frecuencias 0-20 Hz para los tres episodios de la tarea.
# p<0.001 Navegacion vs Descanso; * p<0.05 Observacion vs Descanso, ANOVA de dos vias
y test posthoc de comparaciones mdltiples de Sidak.

Este resultado indica que las sesiones de observacidon no estdn asociadas a un
aumento de poder espectral en ritmo theta, que aparece cuando el animal resuelve
activamente el oasis maze. Esto sugiere entonces que la dinamica neuronal que
subyace la codificacién de congéneres no esta coordinada por esta oscilacién, lo que
no descarta que otros mecanismos o ritmos enddgenos puedan participar de este

proceso.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El aprendizaje observacional representa una de las estrategias de transferencia de
informacion social mas importantes y esta ampliamente expresada en el mundo
animal. Sin embargo, hoy en dia disponemos de escasa evidencia de las bases
neurofisiolégicas que sustentan este fenomeno. En el presente trabajo evaluamos el
papel del hipocampo en el aprendizaje observacional de tareas de navegacion
espacial, con particular interés en determinar si la actividad tipo place cells, que juega
un papel esencial en el aprendizaje individual de tareas de navegacion espacial al
codificar la posicidbn ocupada por el animal en un determinado ambiente, permite
también codificar la posicion de un congénere, y con ello, viabiliza el establecimiento

del aprendizaje observacional.

A través de los distintos experimentos presentados hemos recopilado evidencia que
apoya la hipotesis de la investigacion, esto es: que un mapa espacial generado en
representacion de la posicion de un congénere, a través de actividad tipo place cells,

subyace al aprendizaje observacional en tareas de navegacion espacial.

Por una parte, generamos una tarea original para evaluar este tipo de aprendizaje en
ratas, la cual nos permiti6 determinar las condiciones precisas bajo las cuales se
confirma dicho aprendizaje, es decir, solamente cuando los animales demostradores

estan altamente pre-entrenados en la tarea.

Posterior a ello, determinamos que el aprendizaje es altamente dependiente de la
funcionalidad hipocampal, ya que la inactivacion reversible mediante un bloqueador de
canales de sodio voltaje dependientes aplicado directamente en la region CAL, impidio

el establecimiento del aprendizaje demostrado antes.

Finalmente, mediante el registro de la actividad neuronal in vivo mostramos que
algunas neuronas principales del hipocampo codifican la posicion del animal
demostrador durante los episodios de observacion, las que llamamos Observational
place-cells. Algunas de ellas presentan ademas actividad tipo place cells cuando el
animal observador pasa a resolver la tarea. Interesantemente, la codificacion de la

posicion del congénere es diferente de la codificacion de la ubicacion propia, ya que
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que tanto el espacio representado por los place fields como las frecuencias de

descarga son distintos entre las dos etapas de la tarea.

Postulamos que dichos mapas cognitivos generados en el hipocampo del observador
serian parte del circuito que subyace la capacidad de estos animales de
desemperiarse mejor en el oasis maze, incluso siendo la primera vez que se exponen

a dicho ambiente y a dicha tarea.

A nivel conductual, los animales que observan congéneres pre-entrenados en el oasis
maze son capaces de resolver mas de la mitad de los ensayos de la tarea y mejoran
en todas las variables conductuales medidas. Esto no ocurre cuando los animales
observan congéneres no entrenados, que no son capaces de resolver la tarea en forma

eficiente.

Cuando miramos detenidamente la progresion de la conducta en la tarea, medida con
las variables razon de distancia, latencia y nUmero de errores, observamos que entre
los demostradores el aprendizaje s6lo se confirma en los animales pre-entrenados, y
no en los no pre-entrenados, lo que confirma la necesidad del pre-entrenamiento para
desarrollar la tarea y descarta la posibilidad de que los animales la resuelvan por

instinto.

El pre-entrenamiento es un periodo de habituacion a la arena del oasis maze asi como
a la clave visual proximal que este contiene. Pero mas importante, es el momento en
gue los animales pueden asociar la presencia de pocillos con la probabilidad de
encontrar una recompensa. Sin embargo, los animales son ciegos respecto a la
ubicacion que tendra el pocillo recompensado el dia del test y a la duracién de cada
ensayo. Ambas caracteristicas de la tarea son reveladas a todos los animales durante
la progresion de la misma. Por lo tanto, la mejora conductual del grupo pre-entrenado
responde directamente a la asociacion pocillo-recompensa, y no puede ser adquirida
en forma innata durante el desarrollo de la tarea, sino que debe ser adquirida

previamente.

El resultado de la tasa de éxito sugiere que la informacién obtenida por la observaciéon

de demostradores expertos no es equivalente al periodo de pre-entrenamiento, ya que
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los observadores muestran una tasa de éxito intermedia entre quienes no aprendieron
y los expertos (figura 11). Es mas, la probabilidad de encontrar el pocillo
recompensado del grupo de animales observadores de un pre-entrenado muestra
claramente que este grupo tuvo un mejor rendimiento que los grupos no pre-entrenado,
observador de no pre-entrenado y control plataforma, pero no igual6 el rendimiento de
los animales pre-entrenados (figura 11b). Esto es esperable ya que la observacion no
es comparable con el periodo de pre-entrenamiento: en la segunda la asociacion
pocillo-recompensa es explicita, mientras que en la primera no. Por lo mismo creemos
gue esta mejora en la cantidad de pocillos recompensado visitados por el observador
reviste una evidencia fundamental para aseverar que estos animales aprenden a partir

de la experiencia del congénere entrenado.

Al mirar ahora la progresion de la conducta cuando los animales observadores
resolvieron el oasis maze (después de mirar distintos demostradores), vemos que sélo
aquellos que observaron a un demostrador experto mejoraron en los paradmetros de
razon de distancias y latencia (figuras 12 y 13). No encontramos diferencias entre los
animales que observaron a congéneres no pre-entrenados o que simplemente no
observaron ningun demostrador. Este hallazgo es de particular interés, pues indica una
transferencia efectiva de informacion entre dos animales que interactdan
indirectamente. El animal pre-entrenado posee informacion que el animal no pre-
entrenado no posee, y es esta informacion la que permite a los observadores naive
mejorar posteriormente su desempefo. Ademas, este resultado va en concordancia
con diversos trabajos de aprendizaje observacional, en los cuales se ha demostrado
gue los animales no mejoran su desempefio en ausencia de un demostrador, 0 con
demostradores sedados (inactivos) o robotizados (Zantall y Levine, 1972, Twining y
cols., 2017, Terrazas y cols., 2005, Mou y Ji, 2016).

Los animales observadores de un pre-entrenado mostraron un nivel intermedio de
namero de errores, entre los pre-entrenados y los no pre-entrenados (figura 14a), no
observamos una mejora progresiva de este parametro a lo largo de la tarea (figura
14b), lo que reafirma que la conducta de los observadores no es equivalente a la de

los pre-entrenados en cuanto a que no forrajean en varios pocillos hasta encontrar el
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recompensado, sino que mas bien visitan sistematicamente pocos pocillos, y aun asi

pueden encontrar el recompensado en mas de la mitad de los ensayos.

Si bien puede resultar contra-intuitivo que los animales con mejor desempefio en la
tarea (pre-entrenados y observadores de pre-entrenado) muestren la mayor cantidad
de errores promedio, esto se explica por el hecho de que los animales que no aprenden
basicamente no exploran el interior de casi ningun pocillo durante toda la tarea,
mientras que los animales de mejor desempefio se equivocan mas y por lo mismo

aumentan su rendimiento en la tarea (para tener éxito también hay que equivocarse).

El analisis de las curvas de rendimiento y la progresién de la conducta muestra también
diferencias entre los demostradores pre-entrenados y los observadores. Mientras los
tres parametros evaluados (razon de distancias, latencia y numero de errores)
muestran dinamicas similares en los animales pre-entrenados, en los animales
observadores se muestran mas bien distanciadas entre si. La progresion de la razon
de distancias y la latencia no mostraron diferencias significativas en cuanto a la
pendiente de la regresion lineal, pero el intercepto de la recta fue consistentemente
mayor para los observadores, lo que indica una conducta menos eficiente al iniciar la
tarea comparado con los demostradores (figura 15 y tabla A9). Nuevamente, este
andlisis da sustento a la idea de que la observacion representa una ventaja
considerable para el aprendizaje, pero no reemplaza al entrenamiento previo de los
animales. Dado que no observamos una progresion del niumero de errores de los
observadores de un pre-entrenado, es esperable que las regresiones lineales de este
parametro fuesen distintas tanto en la pendiente como el intercepto.

A nivel conceptual, los resultados conductuales refuerzan la idea de que nuestro
paradigma es apropiado para medir aprendizaje propiamente tal y no una conducta
que refleja un aumento del estado de alerta por la cercania de un congénere.
Particularmente, nos permite descartar que las mejoras conductuales se deban
simplemente a la presencia de un congénere debajo de la plataforma donde se
encuentra el observador. La presencia de este congénere podria llevar a que el
observador incremente su atencion sobre ciertos lugares del ambiente (como las

cercanias del pocillo recompensado), pero sin necesitar involucrarse en la tarea
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desarrollada por el demostrador, es decir, a través de local enhancement (Galef, 1988;
Mou y Ji, 2016).

Asi, podemos concluir que desarrollamos una tarea original para evaluar capacidad de
navegacion espacial y aprendizaje observacional, la que devel6 que los roedores
pueden aprender por observacion de demostradores expertos en la resolucion de

tareas de navegacion espacial (figuras 10-12).

La inyeccion intrahipocampal de un bloqueador reversible de la actividad neuronal
justo antes de comenzar la tarea revel6 que el aprendizaje observacional es altamente
dependiente de la funcion hipocampal, ya que los animales que recibieron una
pequefia dosis de bupivacaina mostraron una caida de la tasa de éxito a niveles
indistinguibles de los animales no pre-entrenados (tabla A12), mientras que aquellos
que recibieron solucién salina replicaron los resultados de los observadores de un pre-
entrenado, es decir, demostraron un efectivo aprendizaje observacional (figura 18). La
progresion de la razon de distancias y latencia confirma la idea de que la inactivacion
hipocampal es suficiente para interrumpir el aprendizaje observacional. Nuevamente,
el grupo de animales inyectados con solucién salina muestran una curva de pendiente
negativa que denota el aprendizaje, mientras que aquellos que fueron inyectados con
la droga, no muestran ninguna correlacion entre las variables y la progresion de la
tarea. Los animales del grupo control, en tanto, mostraron una alta tasa de éxito y una
disminucién progresiva de la razén de distancia y la latencia, tal como los animales

pre-entrenados del experimento anterior.

En cuanto al nimero de errores también replicamos los resultados vistos en el
experimento conductual: tanto los animales inyectados con solucién salina como con
bupivacaina no mostraron una progresion de este parametro, al igual que los animales
observadores de pre-entrenado y no pre-entrenados del primer experimento. Los
animales del grupo control, en tanto, si mostraron dicha disminucion, lo que indica que
las estrategias de navegacion que dan cuenta del aprendizaje son robustas y

reproducibles (figura 21).

El resultado de los animales inyectados con solucion salina muestra que a pesar de

que el procedimiento quirargico de implante de canulas generd dafio en el tejido
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cerebral, los animales siguen desplegando la conducta de aprendizaje mostrada en el
primer experimento. Esto da fuerza a la idea de que es especificamente la inhibicion
de la actividad neuronal hipocampal la que da cuenta del cambio conductual
observado, y no un dafo tisular o alteraciones de la red hipocampal asociadas a los

implantes mas que al farmaco inyectado.

Adicionalmente, el resultado de los animales del grupo control muestra que 40 minutos
post inyeccién de bupivacaina los animales son capaces de resolver el oasis maze,
sin mostrar efectos sobre las capacidades de orientacion espacial o locomocién. Dado
que el periodo de observacion es de ~40 minutos, este resultado indica que la caida
conductual asociada a la inyeccién del anestésico no se debe a una disfuncion
hipocampal remanente de la droga que impacte en la conducta, sino que se trata de la

conducta de un animal que no aprendié tras la observacion.

Asi, con ambos controles, presentamos evidencia de que la inactivacion hipocampal
durante el periodo de observacion es suficiente para impedir el aprendizaje
observacional. Dicho de otro modo, esta evidencia muestra que el hipocampo es una
pieza clave del circuito cerebral que subyace a la capacidad de adquirir informacion a
partir de la conducta de congéneres. Su inactivacion durante la etapa de observacién
provoca que los animales se comporten como si nunca hubiesen observado a un

congénere experto (figuras 14-17).

Evaluamos la idea de que el hipocampo del observador podia codificar la posicion del
congénere durante el oasis maze. Esto podria entregar informacion al observador
respecto de un lugar que aun no ha visitado, particularmente en nuestro caso, las
trayectorias seguidas por el demostrador para resolver la tarea. Para ello, alineamos
los trenes de descarga de cada neurona con la posicién que ocupaba el demostrador
en el arena, e identificamos las neuronas que presentaban un contenido de
informacion mayor al esperado por azar, y que aumentaban su frecuencia de

descargas durante la observacion (~20% del total de neuronas piramidales).

La existencia de este tipo de actividad neuronal sugiere que el hipocampo del
observador es capaz de codificar la posicion del congénere a través de actividad tipo

place cells. La proporcion de OPC encontradas sobre el total de neuronas piramidales

93



registradas es un poco mas baja que la proporcion de place cells descritas
clasicamente en la literatura (por ejemplo, Jung y cols., 1994 reportan un 45% de place
cells sobre el total de neuronas piramidales). Creemos que este bajo porcentaje puede
explicarse por la escasa informacion sensorial que dispone el animal observador, y la
ausencia de locomocion, lo que limita la cantidad de inputs sensoriales que llegan
desde la EC y que pueden colaborar en la codificacion espacial. Asi, aunque la
cantidad de informacion sensorial sea limitada, probablemente la atencion que genera
la presencia del congénere en la arena bajo la plataforma colabora también en la

codificacion hipocampal.

A nivel conductual, los observadores conectados al sistema de registro no demostraron
un aprendizaje similar al encontrado en los experimentos conductual y farmacoldgico,
a juzgar tanto por la ambigtiedad de la tasa de éxito, y la correlacion de la razén de
distancias y de la latencia, con el progreso de la tarea (figura 23a-c). Estos resultados,
sin embargo, puede estar plenamente respaldado por el hecho de que esta tarea fue
la primera experiencia de dicho animal con el peso y la inestabilidad que genera el
sistema de registro in vivo. La Unica experiencia previa del animal conectado a este
sistema ocurrid justo antes de explorar el oasis maze, durante el periodo de
observacion, en el cual el animal no requiere desplazarse activamente. Aun mas, la
disminucion progresiva del numero de errores (no encontrada ni en los observadores
de un pre-entrenado ni en los animales inyectados con solucion salina), sugiere que
efectivamente los animales disminuian la visita a cualquier pocillo dentro del oasis
maze, ya que no es concordante con el resto de los parametros de aprendizaje (a
diferencia de los experimentos conductual y farmacolégico, donde los grupos pre-
entrenados y control mostraban esta misma disminucion). Esta disminucion progresiva
se puede interpretar como una menor conducta exploratoria asociada a las
condiciones experimentales, pero no permite descartar la capacidad de los animales
para aprender a partir de la observacion. Mas bien, resulta ilustrativa de la precaucion
con la que debe interpretarse este parametro conductual, como se menciona en la

seccion Métodos.
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A diferencia de lo reportado por Mou y Ji (2016), nuestros analisis muestran que el
observador si genera representaciones de las trayectorias del congénere. Creemos
que detras de esta diferencia esté la naturaleza distinta de la tarea usada en cada
estudio. Mientras Mou y Ji evaltan la actividad hipocampal en el animal que observa
a otro moverse por una pista lineal, nosotros lo hacemos en una arena bidimensional,
lo que agrega complejidad a la conducta. Demostramos, ademas, que el animal
experto es fundamental para que se confirme el aprendizaje, lo que marca otra
diferencia con el protocolo de Mou y Ji, a quienes les basta con un demostrador
(entrenado o naive) para que la actividad cruzada (cross activation, es decir actividad
en la caja de observacion y en la pista) se confirme. En cambio, nuestro protocolo
requiere especificamente de un demostrador experto en la resolucion de la tarea, de
modo que el observador debe entender el sentido de la navegacion orientada a metas
del demostrador. Es este proceso fundamental el que estaria siendo codificado por las
OPC: la navegacion orientada a metas del demostrador. Dicho proceso no es
observable en el paradigma de Mou y Ji (porque la tarea es muy sencilla, el
demostrador sélo debe ir adelante y atrds por una recompensa) y podria estar detras
de la ausencia de codificacién de la posicion del demostrador en el hipocampo del

observador.

No encontramos diferencias en el porcentaje de neuronas que presentaban uno o
multiples place fields en sus mapas de frecuencia entre las OPC y las place cells, lo
gue indica que la calidad de la representaciéon de parte de las OPC es idéntica a la de
las place cells reales (figura 28). Interesantemente, la proporcion de place cells durante
la navegacién que muestran un unico place field fue mayor que lo reportado para
arenas del tamafo del oasis maze (~50% vs 11% reportado en Fenton y cols., 2008).
Este aumento podria estar dado por la experiencia de la observacion y/o por la

activacion de las OPCs previo a la experiencia de resolver el oasis maze.

En cuanto a la comparacién de las frecuencias maxima y media entre OPC y place
cells, mientras la media de descargas se mantuvo igual en los dos periodos, la
frecuencia maxima (al centro del place field) fue significativamente menor durante la

observacion comparado con la navegacion. Esto indica que, en promedio, descargaron
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el mismo numero de potenciales de accion, pero durante la navegacion dichos
potenciales de accion se agruparon en torno al place field (incrementando la frecuencia
méaxima del centro de éste), mientras que durante la observacién éstos se distribuyeron
sobre el resto de trayectorias, haciendo que el méximo al centro del place field haya

sido menor.

A pesar de que esto podria impactar en la calidad de los place fields (y por tanto, de la
codificacion espacial) el contenido de informacion y el parametro de sparsity fueron
idénticos en las dos condiciones, lo que sugiere que las OPC pueden predecir la
posicion ocupada por el demostrador tal como lo predicen las place cells y que sus
place fields son igual de difusos en la dimension espacial cuando el animal observa y

cuando navega.

Con todo, a partir de estos resultados concluimos que los observadores son capaces
de codificar la posicibn de un congénere mediante mecanismos de place cells
preservando la calidad de los place fields en cada mapa de frecuencias, manteniendo
el contenido de informaciéon y la dispersion del place field, pero con una menor

frecuencia maxima en el centro de este.

De las 62 OPC registradas, 29 unidades mostraron ademas actividad place cells
durante las sesiones de navegacion. La existencia de neuronas que codifican tanto el
espacio de otros como el espacio propio sugiere que los mapas cognitivos generados
en las dos condiciones podrian interactuar o modularse. La existencia de common cells
sugiere que la dinAmica hipocampal durante la observacion podria estar influyendo en
la dinamica generada durante la navegacion, de modo tal que resulta clave para

facilitar o permitir el aprendizaje observacional.

Esto podria estar dado por dos mecanismos: por una parte, la estabilidad del mapa
espacial generado en representacion del congénere podria facilitar la orientacion del
observador en los episodios de navegacion. La mejora en los parametros conductuales
de aprendizaje indica que el observador es capaz de orientarse igual que el pre-
entrenado, pero no ha tenido la posibilidad de asociar la presencia de pocillos en la
arena, con la recompensa. La falta de esta asociacion se evidencia en la menor tasa

de éxito comparado con los animales pre-entrenados. Asi, el observador es capaz de
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generar un mapa cognitivo de un lugar en el que no ha estado, y luego replicar dicho
mapa cognitivo cuando efectivamente visita ese lugar, explicando la conducta descrita
antes. De este modo, es capaz de orientarse, pero demora un par de ensayos en
encontrar la relacion ‘posicidn-pocillo-recompensa’. Este mecanismo implicaria que el

mapa cognitivo se mantiene estable entre la sesion de observacion y la de navegacion.

Por otra parte, sabemos que ‘mirar’ no es lo mismo que ‘hacer’, y que las perspectivas
internas son muy diferentes cuando se ‘esta’ en un lugar a cuando se ‘observa’ dicho
lugar (Terrazas y cols., 2005; Aghajan y cols., 2014), por lo que el cambio de
observacion a navegacion podria conllevar también al fendmeno de remapeo, es decir,
a la representaciéon de dos mapas espaciales distintos que representan ambientes con
caracteristicas distintas, entre el mapa cognitivo generado en representacion del
congénere y aquél generado para si mismo. De este modo, la relacién con el
aprendizaje no parece tan obvia, ya que el animal observador simplemente cambia de
mapa espacial. Pero que los mapas cognitivos sean distintos no implica
necesariamente que los lugares sean completamente desconocidos. El bloqueo
farmacoldgico de la actividad hipocampal indica que esta representacion previa es
clave en la adquisicion del aprendizaje, por lo que, aunque los mapas cognitivos
representen lugares distintos, esta representacién de un lugar no visitado pero ya
representado en el hipocampo, facilita la orientacién del observador en su primera
experiencia a dicho lugar, aun cuando genere una representacion distinta. De ser asi,
el hipocampo seria capaz entonces de representar lugares no visitados, pero a los que
el animal tiene acceso a través de los sentidos, sin necesariamente disponerse a pasar
por dichos lugares. Esto porque el observador nunca ha bajado de la plataforma de
observacién a la arena del oasis maze, por lo que no puede anticipar que ocupara el
espacio del demostrador. Aun asi, es capaz de codificar la posicion de éste y generar

un mapa cognitivo correspondiente al espacio de otros.

Comprobamos que tanto la posicion de los place fields como las frecuencias maximas
cambian en las mismas neuronas, entre la observacién y la navegacion, indicando que
ocurre un remapeo global (Leutgeb y cols., 2005, Fyhn y cols., 2007) entre la

codificacion espacial de las posiciones ocupadas por el congénere y las que ocupa el
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animal mismo (figura 30). Los mapas de descarga no mostraron relacion espacial,
medidos por indice de correlacion y comparandolos con el remapeo entre neuronas
independientes (figura 30b y c). La tasa de descarga maxima durante la observacion
fue consistentemente menor que durante la navegacion (sélo 4/29 neuronas presentan
frecuencias mayores durante la observacion) y la distribucién de overlaping scores
mostré una media ~0.5, con s6lo dos neuronas que mantuvieron su tasa de descarga
cercade 1 (figura 30 dy e). Estos resultados dan soporte a la idea de que el hipocampo
genera representaciones independientes al observar y al navegar.

En cuanto a las oscilaciones de campo local (LFP), el analisis del poder espectral en
el rango theta no mostr6 aumentos sobre el poder durante el descanso previo o
posterior a la observacion (figura 31). Esto sugiere que la actividad de las OPC no se
coordina con dicha oscilacion. Si bien se ha documentado la existencia de actividad
tipo place cells al bloquear la generacion de la oscilacion theta (Brandon y cols., 2014),
y que el movimiento pasivo genera un desacoplamiento de la relacién espiga-fase de
la onda theta (Terrazas y cols., 2005), trabajos en primates muestran que cuando éstos
resuelven un laberinto virtual, la precesién de fase se mantiene intacta (Aghajan y
cols., 2014). Esto indica que la oscilacién theta no es necesaria para la actividad place
cells, pero probablemente facilita la actividad secuencial de place cells a través de las
theta sequences (Colgin 2016), y con ello la codificacién espacial y la consolidacion de

dichos trazos de memoria en el suefio posterior a la tarea (Wang y cols., 2015).
¢ Qué mecanismo podria estar detras de esta actividad neuronal?

La actividad de las neuronas principales de CA1 es modulada por las aferencias tanto
de CA3 a través de las colaterales de Schaffer (es decir, de la via clasica, que
comienza en la corteza entorrinal), por las neuronas ubicadas en la capa lll de la
corteza entorrinal lateral que envian sus axones directamente a CAl, y por las
neuronas ubicadas en CA2 que también hacen sinapsis directas con CA1 (Van-Strien
y cols., 2009; Valdés y Torrealba, 2008; Dudek y cols., 2016). La informacién espacial
es principalmente incorporada al circuito hipocampal a través de la via clasica,
particularmente la informacion codificada por las grid cells (McNaughton y cols., 2006),

mientras que la informacién codificada por las neuronas de la LEC es de tipo no
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espacial, sino mas bien contextual y de contenido emocional (Valdés y Torrealba,
2008). Por su parte, recientemente se ha descrito que las neuronas piramidales de
CA2 participan de la codificacion de congéneres y de la memoria social (Hitti y
Siegelbaum, 2014; Dudek y cols., 2016).

En el contexto de nuestra tarea, y considerando que no encontramos un aumento del
ritmo theta hipocampal durante la observacion, es presumible que las neuronas de
CAL1 no estén recibiendo el input de informacion espacial proveniente de la actividad
de las grid cells desde la EC (Brandon y cols., 2014), o al menos no en la forma en
qgue este circuito transfiere informacién entre la corteza y el hipocampo durante la
navegacion activa del animal. Asi, es posible que sea la informacién no-espacial de la
LEC y la informacién social codificada en CA2 la que mayormente regule la actividad
de las neuronas registradas en CAl durante la tarea de observacion. Dicho de otro
modo, seria la informacion contextual, su contenido emocional y la interaccion social
la que promoveria la representacion del congénere en el oasis maze por la actividad
OPC. Una menor cantidad de sinapsis excitatorias, ya sea directas por la conectividad
LEC-CAl1 y CA2-CAl, o a través de la via clasica, podrian también explicar la

disminucién de la frecuencia maxima en el centro del place field (figura 29a).

Por los resultados conductuales encontrados en el presente estudio sabemos que no
basta con la mera presencia de un congénere para promover el aprendizaje
observacional (figuras 11-14), por lo que es probable que la propia conducta dirigida a
metas desplegada por el demostrador regule importantemente la actividad de las OPC
en conjunto con los circuitos recién mencionados. La identificacion de un circuito que
codifique esta conducta dirigida a metas permitiria identificar las diferencias en la
actividad hipocampal entre estos resultados y la activacién cruzada de los patrones
temporales de activacion en CA1 (Mou y Ji, 2016), y podria explicar la emergencia de
la codificacion de congéneres en el hipocampo.

Finalmente, no analizamos la relacidn entre la codificacion del congénere y la posicion
del pocillo recompensado. Dado que algunos trabajos relacionan la actividad de las
place cells con la codificacion del lugar donde se esconde una recompensa, una

posibilidad es que los mapas generados durante la observacion se alineen en las
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proximidades del pocillo recompensado y dicha informacion luego sea utilizada por el

observador para resolver la tarea.

Otra pregunta que se puede abordar con este trabajo es si el hipocampo genera la
representacion de congéneres a través de actividad tipo espejo. Los resultados del
remapeo sugieren que no hay relacion entre los mapas al observar y al navegar, por
lo que no podemos aseverar que las OPC presenten actividad tipo espejo, ya que, si
bien representan la codificacion del congénere en el cerebro del observador, el mapa
cognitivo asignado al congénere es completamente distinto al que emerge en
representacion del animal mismo. Por ello, mas que actividad tipo espejo, nuestros
hallazgos sugieren que son los mecanismos y la dindmica neuronal la que se preserva,
pero en el que las place cells codifican lugares del espacio distinto entre una

experiencia y la siguiente (el mirar vs el hacer).

Recientemente dos investigaciones refuerzan la evidencia sobre la capacidad del
hipocampo de representar, mediante actividad tipo place cells la posicion de un
congénere en un ambiente conocido por el animal lo cual puede impactar en la
conducta del observador (Danjo y cols., 2018, Omer y cols., 2018). En una tarea de
alternancia de caminos, un animal observador debe decidir qué direccion seguir segun
el camino tomado previamente por un demostrador. Los autores muestran que la
actividad tipo place cells no s6lo correlaciona con la trayectoria del demostrador antes
de que el observador comience la tarea, sino que muchos place fields resultan ser

comunes a la trayectoria del demostrador y del observador (Danjo y cols., 2018).

Omer y cols. (2018) muestran algo similar pero en murciélagos, los cuales deben
escoger entre dos rutas posibles para obtener una recompensa, guiados por la
conducta de un demostrador. Interesantemente, este trabajo no sé6lo muestra que la
actividad place cells emerge en representacion de la trayectoria del demostrador, sino
gue es practicamente ausente cuando el demostrador es un objeto inanimado en

movimiento.

A diferencia de los trabajos mencionados, esta tesis muestra por primera vez que el
animal observador no requiere conocer previamente el ambiente recorrido por el

demostrador para la emergencia de la actividad tipo place cells. Esta sutil diferencia
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puede explicar el intenso remapeo de las OPC, y la ausencia de place fields comunes

a la representacion de la posicion del animal mismo y del congénere.

Con todo, concluimos que los roedores pueden aprender por observacion de un
demostrador experto en la resolucion de una tarea de navegacion espacial a través de
la generacion de un mapa cognitivo que representa la posicion del congénere en un
espacio no visitado aun por el observador. Este mapa cognitivo generado durante la
observacion es distinto del que se forma en representacion del animal mismo. Varias
hipoétesis pueden desprenderse de esta conclusion y dar pie a nuevas investigaciones,
por ejemplo: ¢ participa también el resto de la via de integracién en la generacion de
este mapa cognitivo en representacion de congéneres (grid cells, head direction cells,
etc) ?, ¢los place fields generados durante la observacion se almacenan como
memorias de largo plazo?, ¢ existe reactivacion de los patrones de actividad neuronal,

generada en la observacion, durante el suefio?, etc.
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ANEXO |: Tablas con resultados de analisis estadisticos.

Tabla Al. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los distintos

grupos para la tasa de éxito.

Variable: Tasa de éxito

Test: ANOVA de una via seguido de test post hoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado plataforma
No pre-entrenado <0,0001 0,006 0,71 0,51
Pre-entrenado 0,019 <0,0001 <0,0001
Observador de 0,006 0,039
pre-entrenado
Observador de no 0.47

pre-entrenado

Tabla A2. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los distintos

grupos para la probabilidad de tasa de éxito acumulada.

Variable: Probabilidad acumulada de éxito

Test: ANOVA de una via seguido de test post hoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de

entrenado Pre-entrenado
No pre-entrenado <0,0001 0,0006
Pre-entrenado 0,0025

Observador de
pre-entrenado
Observador de no
pre-entrenado

Observador de no Control
pre-entrenado Plataforma
0,78 0,63
<0,0001 <0,0001
0,0003 0,0068
0,58
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Tabla A3. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los distintos
grupos para la razon de distancias.

Variable: Razdn de distancias
Test: ANOVA de una via seguido de test post hoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de  Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado plataforma
No pre-entrenado <0,0001 0,003 0,93 0,37
Pre-entrenado 0,03 <0,0001 <0,0001
Observador de 0,007 0,021
pre-entrenado
Observador de no 0,46

pre-entrenado

Tabla A4. Detalle del resultado de correlacion y regresion lineal de cada grupo para la razén
de distancias.

Variable: Razon de distancias

Test: Correlacién (Pearson o Spearman) Regresién lineal
r/rho(*) P valor Pendiente Intercepto

No pre-entrenado -0.18 0.51 -0.067 11.48
Pre-entrenado -0.72 0.0024 -0.25 7.07
Observador de pre- -0.67(*) 0.008 -0.29 9.74
entrenado

Observador de no pre- -0.03 0.92 -0.011 10.95
entrenado

Control plataforma 0.22 0.44 0.085 9.36
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Tabla A5. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los distintos
grupos para la latencia.

Variable: Latencia
Test: Test de rangos de Kruskal-Wallis seguido de test post hoc de Dunn

Pre- Observador de  Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado Plataforma
No pre-entrenado <0,001 0,018 0,76 0,39
Pre-entrenado 0,23 <0,001 0,003
Observador de 0,013 0.1
pre-entrenado
Observador de no 0,27

pre-entrenado

Tabla A6. Detalle del resultado de correlacion y regresion lineal de cada grupo para la
latencia.

Variable: Latencia

Test: Correlacién (Pearson o Spearman) Regresién lineal
r/rho(*) P valor Pendiente Intercepto

No pre-entrenado -0.48(*) 0.07 -0.17 59.91
Pre-entrenado -0.76 0.0011 -1.47 36.94
Observador de pre- -0.57 0.025 112 48.85
entrenado

Observador de No pre- 0.015 0.96 0.012 57.81
entrenado

Control plataforma 0.24 0.39 -0.15 52.84
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Tabla A7. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los
distintos grupos para el nimero de errores.

Variable: Niumero de errores
Test: ANOVA de una via seguido de test posthoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de  Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado Plataforma
No pre-entrenado <0,0001 0.003 0.59 0.21
Pre-entrenado 0.024 <0,0001 <0,0001
Observador de 0.024 01
pre-entrenado
Observador de no 0.48

pre-entrenado

Tabla A8. Detalle del resultado de correlacion y regresion lineal de cada grupo para el
numero de errores.

Variable: Nimero de errores

Test: Correlacién (Pearson o Spearman) Regresién lineal
r/rho(*) P valor Pendiente Intercepto

No pre-entrenado -0.037 0.89 1.5*10°3 0.6
Pre-entrenado 0.66 0.0071 -0.23 5.9
Observador de pre- 0.11 0.68 -0.015 2.7
entrenado

Observador de no pre- -0.022 0.94 -2.1*10° 0.89
entrenado

Control plataforma 0.11 0.70 0.012 1.35
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Tabla A9. Detalles del analisis estadistico de las regresiones lineales de cada variable
normalizada.

Test: Regresion lineal Prueba t Student
P valor P valor
Pendiente Intercepto | pendient | intercept
e 0

Variable: Razdon de distancias

Pre-entrenado -0.015+4.6*10° | 0.42+0.042 0.73 0.025
Observador de pre-entrenado -0.018+0.06 0.58+0.058

Variable: Latencia

Pre-entrenado -0.025+7*10°3 0.62+0.064 0.60 0.049
Observador de pre-entrenado | -0.019+8.7*10° | 0.81+0.078

Variable: NiUmero de errores

Pre-entrenado -0.014+4.2*10° | 0.37+0.039 p<0.05 p<0.0001
Observador de pre-entrenado | -1.7*10%+0.004 | 0.17+0.031

Tabla A10. Resumen de p-valores resultantes de la comparaciéon de estadistica de los
distintos grupos para la distancia total recorrida.

Variable: Distancia total recorrida
Test: ANOVA de una via seguido de test post hoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de  Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado plataforma
No pre-entrenado 0,0014 0,55 0,99 0,99
Pre-entrenado 0,069 0,0022 <0,0001
Observador de 0,55 0,48
pre-entrenado
Observador de no 0,99

pre-entrenado
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Tabla A11. Resumen de p-valores resultantes de la comparacion de estadistica de los
distintos grupos para la velocidad promedio.

Variable: Velocidad promedio
Test: ANOVA de una via seguido de test post hoc de Holm-Sidak

Pre- Observador de  Observador de no Control
entrenado  pre-entrenado pre-entrenado plataforma
No pre-entrenado <0,0001 0.012 0.71 0.51
Pre-entrenado 0.064 <0,0001 0.0001
Observador de 0.064 014
pre-entrenado
Observador de no 0.69

pre-entrenado

Tabla A12. P-valor asociado a la comparacién estadistica de la tasa de éxito de animales del
experimento conductual y farmacoldgico. Se calcularon mediante ANOVA de una via seguido
de test posthoc de Holm-Sidak.

. , Observador : Pre-
Bupivacaina Salino Control
pre-entrenado entrenado
No pre-entrenado 0.99 0.0013 0.0017 <0.0001 <0.0001
Bupivacaina 0.0023 0.0028 <0.0001 <0.0001
Observador pre- 0.99 0.0041 0.029
entrenado
Salino 0.0034 0.027
Pre-entrenado 0.82
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Tabla A13. Resultado del analisis estadistico de las variables conductuales, en los animales

registrados electrofisiologicamente durante la tarea de observacion.

Tasa de Razén de , NUmero de
- . . Latencia (s)
éxito distancias errores
Promedio 39.52 10.15 47.56 1.9
Error estandar (sem) 10.35 0.64 1.75 0.24
r/rho correlacion -0.37 -0.20 -0.61
p-valor correlacion 0.17 0.48 0.016
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