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Resumen

Historicamente, las neurociencias iniciaron con estudios conductuales y observacionales en seres
humanos. Posteriormente, le siguieron estudios clinicos en pacientes con dafios neurologicos vy,
mas tarde, las imagenes médicas del cerebro aportaron evidencia para entender los mecanismos
neurobiologicos subyacentes a la conducta y funciones cognitivas. Sin embargo, mucho del progreso
de las neurociencias se ha basado en modelos animales. Este trabajo detalla los contextos historico
y cientifico que llevaron al desarrollo de algunos modelos animales dentro del ambito de las
neurociencias, y ejemplifica la utilidad y robustez de esta herramienta de investigacion mediante la
visualizacion de dos paradigmas utilizados para evaluar una misma funcioén neurocognitiva. Con este
fin, se reportan los resultados de la estandarizacion de dos modelos de memoria espacial dependiente
del hipocampo, utilizando dos especies de roedores: el laberinto de Barnes, estandarizado con
ratas Wistar, y el laberinto acuatico de Morris, utilizando ratones C57bl/6. En ambos paradigmas
se demuestra que la escopolamina, un potente agente anticolinérgico que bloquea los receptores
muscarinicos en el hipocampo, disrumpe la capacidad de ambas especies de roedores para memorizar
la localizacion del punto de escape de los respectivos laberintos. Al igual que los muchos modelos
animales utilizados en diversas areas de las ciencias biomédicas, estos sencillos pero robustos
paradigmas de las neurociencias se estandarizaron como una plataforma para la futura exploracion
de potenciales terapias farmacoldgicas; en este caso, el descubrimiento de posibles farmacos
neuroprotectores contra disfunciones cognitivas asociadas al hipocampo, en particular, demencias
como la enfermedad de Alzheimer.
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I. SEGURA-ULATE

Abstract

Historically, neuroscience began with behavioral and observational studies in humans. Subsequently, clinical
studies in patients with neurological damage followed, and later, medical imaging of the brain provided evidence
to understand the neurobiological mechanisms underlying behavior and cognitive functions. However, much of the
progress in neuroscience has been based on animal models. This work details the historical and scientific contexts
that led to the development of some animal models within the field of neuroscience and exemplifies the usefulness
and robustness of this research tool by visualizing two paradigms used to evaluate the same neurocognitive
function. To this end, the results of the standardization of two hippocampus-dependent spatial memory models
are reported, using two species of rodents: the Barnes maze, standardized with Wistar rats, and the Morris water
maze, using C57bl/6 mice. In both paradigms, it is demonstrated that scopolamine, a potent anticholinergic agent
that blocks muscarinic receptors in the hippocampus, disrupts the ability of both rodent species to memorize the
location of the escape point of the respective labyrinths. Like the many animal models used in various areas of
the biomedical sciences, these simple but robust neuroscience paradigms were standardized as a platform for the
future exploration of potential drug therapies; in this case, the discovery of possible neuroprotective drugs against
cognitive dysfunctions associated with the hippocampus, in particular, dementias such as Alzheimer's disease.

Keywords: declarative memory, hippocampus, animal models.

Multiples limitaciones éticas, tecnoldgicas y metodologicas impiden que diversas formas de
investigacion biomédica se lleven a cabo directamente en seres humanos. En general, la investigacion
biomédica debe respetar el principio hipocratico de no perjuicio, primum non nocere, y tener un claro
balance positivo en la relacion riesgo-beneficio.

En el caso del cerebro humano, y resto del sistema nervioso central, las limitaciones fisicas y
técnicas son especialmente complejas debido a que, al igual que en el resto de los vertebrados, es el tinico
organo que contenido en un claustro 6seo exclusivo, el craneo, el cual dificulta su acceso para observacion
o manipulacion directa. Estas caracteristicas también reflejan la enorme complejidad funcional, fragilidad
fisica y funcién indispensable del sistema nervioso central en el linaje evolutivo. Estas dificultades
metodologicas llevaron a que el inicio de las neurociencias se basara principalmente en observaciones
de funciones neurologicas finales como las emociones, el comportamiento o las capacidades cognitivas,
creando una estrategia de investigacion que dio origen a ramas académicas modernas como las ciencias
conductuales (Bear, 2020).

Una limitacion de esa estrategia inicial fue que el aprendizaje sobre los mecanismos neurologicos
subyacentes a la conducta y otras funciones cerebrales observables dependia casi exclusivamente
de estudios clinicos en pacientes con dafios neuroldgicos fortuitos, como trauma cerebral, tumores
cerebrales, patologias neurodegenerativas, accidentes cerebrovasculares, etc. Idealmente, estos
estudios lograban correlacionar las disfunciones neuroldgicas observadas en la clinica con dafios en
areas especificas del cerebro.

El ejemplo clasico de este tipo de estudios es el de Henry Molaison (1926-2008), conocido como
el paciente H. M., quien se convertiria en el caso mas estudiado en la historia de la neurologia. A sus 27
afos, H. M. fue sometido a una drastica neurocirugia de ablacion bilateral de gran parte de los 16bulos
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temporales (Figura 1A) con la esperanza de controlar sus ataques epilépticos. Aunque la cirugia cumplié
su objetivo, también causo en H. M. una discapacidad cognitiva conocida como amnesia anterdgrada, la
cual impedia al paciente la adquisicion de nuevas memorias a largo plazo. Esta lamentable intervencion
quirdrgica y sus consecuencias permitieron establecer que los 16bulos temporales del cerebro contienen
un centro neuroldgico crucial para la formacion de la memoria a largo plazo (Amaral et al., 2024; Baro
& Priftis, 2023).

Figura 1.
llustracion de la vista lateral del cerebro humano y de un corte sagital del hipocampo

Nota. A. Tlustracion de la vista lateral del cerebro humano mostrando el 16bulo temporal resaltado en verde. B. Ilustracion de un
corte sagital del cerebro humano mostrando el hipocampo resaltado en color vino. Imagenes creadas en Biorender.com

A partir de la segunda mitad del siglo XX, con la aparicion de distintos tipos de imagenes
médicas de escaneo tridimensional, como las imagenes de resonancia magnética, la tomografia axial
computarizada y la tomografia por emision de positrones, se dio un crecimiento exponencial en los
estudios anatdmico-funcionales, gracias a la posibilidad de llevar a cabo este tipo de analisis in vivo y a
tiempo real. Finalmente, un tipo de imagen médica tridimensional que detecta el consumo de oxigeno por
parte de las neuronas, las imagenes de resonancia magnética funcionales (IRMf), permitieron observar
cuales areas del cerebro se activan como consecuencia de tareas o estimulos especificos.

Aunque con multiples limitantes hasta la actualidad, por ejemplo, el sujeto de estudio debe
permanecer inmovil, la IRMf permitido que los estudios de correlacion anatomia-funcion pudiesen
abarcar casi cualquier area del cerebro (Litwinczuk et al., 2023; Yen et al., 2023; Zhang et al., 2024). Asi,
se han mapeado multiples funciones neuroldgicas especificas que incluyen la activacion de la corteza
prefrontal ante tareas de alta demanda cognitiva, como las matematicas (Arsalidou & Taylor, 2011)
o la hiperactivacion de la amigdala y la insula en individuos con trastornos de ansiedad como estrés
postraumatico, ansiedad social y fobias (Etkin & Wager, 2007).

A pesar de esta variedad de estrategias para estudiar el funcionamiento del cerebro directamente
en seres humanos, una dependencia exclusiva de estudios clinicos seria muy limitante y mantendria el
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progreso cientifico circunscrito a unas pocas areas de las neurociencias. Por su parte, campos para los
cuales dependemos principalmente de la manipulacion experimental como la interconexion neuroldgica
o efectos ambientales del neurodesarrollo, habrian quedado practicamente estancados por la falta de
mecanismos de estudio fuera de la clinica.

Para superar estas limitantes, las ciencias biomédicas han desarrollado diversos modelos de
estudio que mimetizan una amplia gama de mecanismos bioldgicos los cuales no pueden ser estudiados
directamente en seres humanos. Como se menciona al inicio de esta seccion, las limitaciones para la
investigacion clinica pueden suceder por causas que van desde las restricciones éticas propias de este
tipo de investigacion hasta las limitantes técnicas o fisicas propias de un sistema bioldgico, como el
ejemplo del craneo humano.

Para cualquier patologia, se pueden disefiar multiples representaciones para ser utilizadas en su
investigacion, incluyendo modelos in vitro, por ejemplo, moleculares o celulares; modelos in vivo o
ex vivo, como animales o partes de ellos; y, en épocas mas recientes, incluso modelos in silico, como
modelos matemadticos o computacionales. En el caso especifico de las neurociencias, los modelos
animales han sido de especial utilidad debido a su capacidad para integrar verticalmente mecanismos
que van desde niveles moleculares hasta etologicos; es decir, un mismo modelo animal permite observar
o manipular experimentalmente moléculas de sefializacion como neurotransmisores, moléculas efectoras
como receptores, distintos tipos de células neurales, centros neurales especificos y, finalmente, registrar
los efectos bioldgicos resultantes como, por ejemplo, el comportamiento.

Historicamente, algunos modelos animales especificos fueron decisivos parainiciar el entendimiento
sobre la neurofisiologia; por ejemplo, los axones gigantes de calamares sirvieron como la materia prima
en el estudio de los potenciales de accion (Curtis & Cole, 1940), y los 6rganos eléctricos de algunas rayas
permitieron entender la naturaleza electroquimica y la dinamica molecular de las sinapsis (Eldefrawi et
al., 1971; Eldefrawi & Eldefrawi, 1972). Esta utilidad ha promovido que el desarrollo y mejoramiento de
modelos animales se constituyese en una constante dentro de las neurociencias.

Desde modelos inicialmente sencillos de aprendizaje y condicionamiento, como los desarrollados
por Ivan Pavlov y B. F. Skinner (Akpan, 2020), se ha avanzado hasta técnicas extremadamente
complejas y especificas como la optogenética, la cual logra activar o desactivar con gran precision a
grupos especificos de neuronas mediante la introduccion de receptores transgénicos e impulsos de luz
(Deisseroth et al., 2006; Miller, 2006; Rost et al., 2022). Sin embargo, muchos de los modelos animales
no requieren de tecnologias complicadas o costosas como la transgénesis, y pueden ser llevados a cabo
en laboratorios con capacidad basica para manejo de animales, tales como los dos modelos de memoria
dependiente del hipocampo que se muestran de manera demostrativa en este trabajo.

Dentro del estudio de las neurociencias, el hipocampo es uno de los centros neurales que
histéricamente ha captado mas atencion debido a sus multiples y cruciales funciones a nivel cognitivo
(Fernandez de Sevilla et al., 2021). Entre estas, la principal funcion reconocida para el hipocampo es su
papel central en la adquisicion de nuevas memorias a largo plazo, inicialmente descubierta en el paciente
H. M. Posterior a la cirugia de ablacion, H. M. quedo incapacito para retener informacién mas alla del
periodo de atencion inicial de una tarea o evento; es decir, su memoria de trabajo (memoria inmediata
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o de corto plazo) se encontraba intacta, pero carecia de la capacidad de almacenar nuevos recuerdos a
largo plazo. A pesar de esto, muchas de las memorias consolidadas antes de la cirugia y otras capacidades
cognitivas como el razonamiento se encontraban intactas en H. M. (Maugui¢re & Corkin, 2015).

Hoy en dia, al tipo de memoria a largo plazo que fue danada en H. M. se le conoce como
memoria declarativa, es decir, recuerdos almacenados sobre eventos o emociones que pueden ser
evocados conscientemente. En contraparte, también existe la memoria procedimental, que almacena
informacion de manera inconsciente para uso en actividades motoras o ejecutivas, por ejemplo, andar
en bicicleta). En el caso de H. M., se encontr6 que su memoria ejecutiva se encontraba intacta y
lograba aprender nuevas habilidades motoras (Pattanayak et al., 2014). A partir de las observaciones
sobre H. M., se dedujo que alguna de las estructuras extirpadas de su cerebro era la responsable de
realizar el relevo de informacién desde la memoria de trabajo hasta la memoria declarativa a largo
plazo para su archivamiento y consolidacion.

Investigaciones en casos similares a H. M. y otros tipos de evidencias derivados de modelos
animales permitieron definir que la estructura neural responsable de esta funcion cognitiva es el hipocampo
(Figura 1B). Adicionalmente, varios tipos de evidencia clinica permitieron comprobar la funcion del
hipocampo en la formacién de memoria a largo plazo; por ejemplo, la neurodegeneracion del hipocampo
es una caracteristica diagndstica de ciertas demencias como la enfermedad de Alzheimer, y juega un
papel central en el deterioro cognitivo que caracteriza a dicha patologia (Eskildsen et al., 2015; Rao et
al., 2022). En contraste, en humanos expuestos a tareas con una alta demanda de formacion de nuevas
memorias, el hipocampo sufre hipertrofia debido al mayor esfuerzo requerido de sus funciones (Maguire
et al., 2000, 2006). Sorpresivamente, esta particularidad del hipocampo de aumentar su volumen bajo
demanda es posible gracias a su capacidad de producir nuevas neuronas (i.e., neurogénesis), aunque
su existencia en el cerebro humano adulto continta siendo tema de debate (Kempermann et al., 2015;
Moreno-Jiménez et al., 2021; Sorrells et al., 2021).

A nivel molecular, la funcidon hipocampal de adquisicion de memoria a largo plazo es dependiente
de receptores colinérgicos, tanto muscarinicos como nicotinicos (Bertrand & Wallace, 2020). De estos, el
papel central de los receptores muscarinicos en la adquisicion de memoria ha sido claramente reconocido
debido a que altas concentraciones de alguna sustancia que bloquee su neurotransmision, es decir,
agentes anticolinérgicos, producen amnesia anterdégrada durante el insulto toxico (Dannenberg et al.,
2017; Laczo et al., 2017a; Malikowska-Racia et al., 2018). Por otra parte, el uso cronico de farmacos
anticolinérgicos tiene el efecto secundario acumulativo de aumentar el riesgo de desarrollar demencia
(Coupland et al., 2019; Zheng et al., 2021). Estas particularidades moleculares permitieron el desarrollo
de modelos animales que mimetizan dafio al hipocampo utilizando una sustancia anticolinérgica, que en
la mayoria de los protocolos experimentales se trata de escopolamina (Laczo6 et al., 2017a; Malikowska-
Racia et al., 2018).

En este articulo se resume el contexto historico-cientifico de como se desarrollo el entendimiento
sobre la relacion funcion-estructura en un caso particular y concerniente a las neurociencias: la memoria
dependiente del hipocampo. Adicionalmente, a manera de demostracion de la utilidad inherente del
desarrollo de modelos animales en neurociencias, se muestra la capacidad de dos paradigmas distintos:
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el laberinto de Barnes y el laberinto acuatico de Morris; estos estan estandarizados en dos especies de
roedores distintas: rata y raton, respectivamente. Se pretende demostrar la validez del marco tedrico
con resultados empiricos replicables y coherentes. Cualquiera de estos dos modelos muestra que un
bloqueo de la funcidn central del hipocampo (por ejemplo, mediante un insulto anticolinérgico), durante
la adquisicion de la memoria o fase de entrenamiento de los laberintos, conlleva a amnesia anterégrada
e impide la adquisicion de conocimientos declarativos como los necesarios para escapar estos laberintos
mediante navegacion espacial.

Método
Animales y tratamientos

Ratas Wistar machos de 10 semanas de edad fueron utilizados para el laberinto de Barnes, y
ratones C57bl/6 machos de 10 semanas de edad fueron utilizados para el laberinto acuatico de Morris.
Los animales de ambas especies fueron obtenidos del Laboratorio de Ensayos Bioldgicos (LEBi) de la
Universidad de Costa Rica. Los roedores fueron hospedados en el animalario de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Costa Rica durante al menos una semana antes de iniciar cualquier procedimiento
experimental. Los animales recibieron una dieta estandar para roedores con alimento y agua ad libitum
durante todo el periodo de hospedaje y experimentacion. Todos los procedimientos experimentales con
roedores fueron debidamente aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales
(CICUA) de la Universidad de Costa Rica mediante los permisos CICUA-48-2022 y CICUA-33-2022.

El clorhidrato de escopolamina (Cat. # sc-253544, Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA)
fue disuelto en solucion salina (0.9% NaCl) estéril a una concentracion de 0.13 mg/mL. En ambos
laberintos, los animales del grupo tratado con escopolamina recibieron una unica dosis diaria de 1 mg/
kg via intraperitoneal (IP), lo cual representa un esquema de dosificacion ampliamente utilizado en
modelos de amnesia inducida en ambas especies de roedores (Bhuvanendran et al., 2018; Istifo et al.,
2024; Riedel et al., 2009; Seithosseini et al., 2011). En ambos laberintos, los animales del grupo control
recibieron un volumen equivalente (8 mL/kg) de solucion salina. Igualmente, para ambos laberintos, los
tratamientos con escopolamina o solucion salina se realizaron 30 minutos antes de iniciar las sesiones
de entrenamiento (i.e., fase de aprendizaje). Los dias de aplicacion de escopolamina o solucion salina se
ilustran en la Figura 2; brevemente, en el caso del laberinto acuatico de Morris, los ratones sometidos
a este protocolo recibieron un total de 4 dosis (una por cada de dia de entrenamiento) de escopolamina
o solucion salina. De manera similar, las ratas sometidas al laberinto de Barnes recibieron un total de 2
dosis (una por dia de entrenamiento) de escopolamina o solucién salina.

Laberinto acuatico de Morris

Se utiliz6 una piscina con diametro de 85 cm y fondo blanco para contrarrestar el color negro de los
ratones C57bl/6 en los videos. La piscina se llené de agua hasta aproximadamente 15 cm de profundidad.
La piscina se dividio virtualmente en cuatro cuadrantes o sectores (resaltados por separadores en rojo
en la Figura 3) y una plataforma transparente de 10 cm de didmetro (resaltada en gris en la Figura 3) se
coloc6 en uno de los cuadrantes de la piscina. Dicha plataforma estaba sumergida bajo aproximadamente
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1 cm de agua y funcionaba como una zona de escape al nado debido a que los animales pueden descansar
sobre ella (ilustrado en recuadro superior derecho de la Figura 3).

Figura 2.
A. Representacion de la arena acuatica del laberinto de Morris
B. Representacion de la plataforma del laberinto de Barnes

Nota. A. Representacion de la arena acuatica del laberinto acuatico de Morris con la division en cuatro cuadrantes imaginarios,
demarcados por bordes rojos. Dentro de la piscina, se ilustra un ratén nadando hasta la plataforma de descanso, ubicada en el
cuadrante de la plataforma (CDP). Al exterior de la piscina, se ilustran las graficas que funcionan como guias visuales para la
navegacion y los tres puntos de inicio del nado demarcados por flechas rojas. Adicionalmente, el cuadro superior derecho ilustra
el descanso del animal sobre la plataforma oculta bajo el agua. B. Representacion de la plataforma del laberinto de Barnes con
17 agujeros de escape falsos, demarcados en verde musgo, y un Gnico agujero de escape verdadero, demarcado en verde claro.
Dentro de la plataforma, se ilustra el recorrido de una rata desde el sitio de inicio (centro) de la arena hasta el agujero de escape.
Al exterior de la plataforma, se muestran las graficas que funcionan como guias visuales para la navegacion. Imagenes creadas
en Biorender.com

Las dimensiones de la piscina y sus elementos caen dentro de los parametros previamente
clasificados como adecuados para los ratones C57bl/6 (Vandam et al., 2006); igualmente, el nimero de
dias y sesiones por dia han sido previamente utilizados de manera exitosa (D’Hooge & De Deyn, 2001).
La piscina estuvo iluminada por cuatro lamparas de iluminacion indirecta a una distancia aproximada de
50 cm de su borde, las cuales brindaban una iluminacion de aproximadamente 50 luxes al centro de la
arena acuatica. Igualmente, se utilizaron 4 graficas de 35 cm por 35 cm con figuras geométricas distintas,
sencillas y de alto contraste (negro impreso sobre blanco) como guias visuales alrededor de la piscina.
Estas graficas se colocaron a 30 cm del borde de la piscina, como se ilustra en la Figura 3, y a una altura
que permitiera su visibilidad por parte de los animales durante el nado. El agua de la piscina se mantuvo
a 26 °C (£ 1) durante todas las pruebas con ratones, y las heces de los animales eran sacadas del agua
con un pascon cada 8 a 12 sesiones de entrenamiento. El agua de la piscina era cambiada diariamente.
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El paradigma utilizado en esta prueba se compone de una fase de aprendizaje con cuatro dias de
entrenamiento y tres sesiones por dia para cada animal, para un total de 12 sesiones de entrenamiento
por animal a lo largo de la fase de entrenamiento (Figura 2). Para cada sesiéon de entrenamiento se
sumergieron la cola y las patas traseras del animal en el agua, con el hocico apuntando hacia la pared de
la piscina, y se solt6 al animal para que iniciara el nado. Entre las distintas sesiones de entramiento se
cambio la posicion de inicio utilizando uno de los tres cuadrantes libres de plataforma y nunca se utilizo
el mismo punto de inicio dos veces de manera consecutiva entre sesiones.

Los puntos de inicio estan representados por flechas rojas alrededor de la piscina en la Figura 3.
Para cada sesion de entrenamiento se registrd el tiempo que le tomo al animal encontrar y subirse a la
plataforma de descanso, como se ilustra en el recuadro superior derecho de la Figura 3. En caso de no
encontrar la plataforma en 60 segundos, se registraba este tiempo como el resultado de la sesion y se
colocaba al raton en la plataforma por al menos 10 segundos para permitirle visualizar su localizacion
dentro de la piscina.

Figura 3.

Representacion de la linea del tiempo de los protocolos del laberinto de Barnes y laberinto
acudtico de Morris con los tratamientos farmacologicos, ademas del tipo y numero de sesiones
aplicados durante cada uno de los cuatro dias de desarrollo del respectivo del protocolo.
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Cuatro horas después de la ultima sesion de entrenamiento se llevo a cabo una prueba final con
cada raton, en la cual el animal era liberado desde la posicion de inicio perpendicularmente opuesta
al cuadrante de la plataforma (CDP). Para las pruebas finales, se eliminé la plataforma de descanso
de la piscina y se le permitié al animal nadar libremente durante 60 segundos. Esta prueba final
fue grabada en video con una cémara digital tipo webcam desde una vista superior de la piscina y
los videos se analizaron digitalmente utilizando AnimalTracker como un complemento del programa
ImagelJ (Gulyas et al., 2016). Este programa se utiliz6 para medir la distancia y tiempo de nado en cada
cuadrante de la piscina.

Laberinto de Barnes

El protocolo del laberinto de Barnes con ratas Wistar siguid una metodologia de disefo y
estandarizacion propia, la cual utiliza una configuracién tradicional, es decir, una plataforma de 1.2 m
de didmetro con 17 agujeros falsos y solo un agujero de escape verdadero (resaltado en verde claro en
la Figura 3). Dos graficas de 35 cm por 35 cm con figuras geométricas fueron colocadas a una distancia
de aproximadamente 40 cm del borde de la plataforma y en lados opuestos para que funcionasen como
guias visuales (Figura 3).

Dos estimulos ansiogénicos fueron utilizados para promover que los animales iniciaran el
comportamiento de exploracion y escape del area abierta de la arena: luz a aproximadamente 700 luxes y
ruido de fondo; en este caso, una grabacion del sonido de un ventilador, a aproximadamente 85 decibeles
(Rodriguez et al., 2024). Sin embargo, para esta prueba se utilizé una modificacion del protocolo corto
disefiado por Attar et al. (2013) en ratones, el cual esta compuesto por un unico dia de familiarizacion,
una fase de aprendizaje compuesta por dos dias de entrenamiento con cuatro sesiones por dia y una
prueba final el cuarto dia (Figura 3).

Para todas las sesiones sobre la arena, la rata fue colocada al centro de la arena en un contenedor
cilindrico y completamente oscuro por al menos 15 segundos, al final de los cuales el contenedor se levanto
para permitir que el animal iniciara su comportamiento de exploracion y escape. La familiarizacién
consistid en una tnica sesion de hasta 4 minutos para explorar la arena y encontrar el agujero de escape.
Si el animal no lograba escapar de la arena durante los 4 minutos otorgados, era impulsado hasta que
entrara al agujero de escape y se le permitia descansar dentro de este por al menos 10 segundos.

Entre la sesion de familiarizacion y todas las demas fases del protocolo, la posicion del agujero de
salida se movid 90 grados con respecto al eje central de la arena. En todos los demads aspectos, las sesiones
de entrenamiento y la prueba final siguieron la misma dinamica que la sesion de familiarizacion. Los
animales tuvieron al menos 10 minutos de descanso entre sesiones de entrenamiento. Después de cada
sesion con un animal, la plataforma y la zona de descanso dentro del agujero de escape eran limpiados
con toallas de papel y etanol al 70%.

El ultimo dia del protocolo se llevé a cabo una unica prueba final con cada rata utilizando la
misma dinamica que en las sesiones de entrenamiento. Esta prueba final fue grabada en video con
una camara digital tipo webcam desde una vista superior de la plataforma y los videos se analizaron
digitalmente utilizando AnimalTracker como un complemento del programa Imagel] (Gulyas et al.,
2016). Este programa se utilizo para medir la distancia recorrida y el tiempo requerido para alcanzar
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el agujero de salida. Si el animal no encontraba la salida en 4 minutos, ese tiempo se reportd como el
valor de la prueba final.

Analisis estadisticos

Todas las medidas se presentan como la media + error estandar de la media (ESM). Todas las
comparaciones estadisticas se realizaron mediante la prueba de t-Student a dos colas, con un valor de
significancia de p < .05 mediante el programa GraphPad Prism 8.

Resultados

En el laberinto acuatico de Morris, los animales tratados con escopolamina (z = 6) disminuyeron
su tiempo de latencia en aproximadamente 9%, pasando de 51.7 (+ 3.8) a 43.6 (£ 4.7) segundos entre el
primer y el ultimo dia de entrenamiento. Por su parte, los ratones del grupo control (n = 6) disminuyeron su
tiempo de latencia de escape en aproximadamente 58% tras el mismo periodo de entrenamiento, pasando
de 53.8 (£ 2.9) segundos en el primer dia a 22.5 (+ 3.7) segundos en el cuarto dia de entrenamiento.
Para el cuarto dia de entrenamiento, existe una diferencia altamente significativa (p < .0001) entre las
respectivas latencias de escape de ambos grupos experimentales (Figura 4A).

Figura 4.
Resultados del laberinto acudtico de Morris

Nota. A. Tiempo promedio =+ error estandar de la media (ESM) de la latencia de escape de los grupos experimentales durante las
sesiones de entrenamiento por cada dia del protocolo. B. Porcentaje de distancia promedio + ESM recorrida dentro del cuadrante
de la plataforma (CDP) para cada grupo experimental en la prueba final. C. Porcentaje de tiempo promedio + ESM permanecido
dentro del cuadrante de la plataforma (CDP) para cada grupo experimental durante la prueba final. D. Imagenes representativas
de ejemplos del recorrido de un animal por cada grupo experimental, la posicién aproximada de la plataforma durante las
sesiones de entrenamiento se ilustra con un circulo gris en el cuadrante superior derecho de la arena. *p < .05, ****p <.0001
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En el caso de la prueba final, el analisis de videos demuestra que los animales del grupo control
nadaron un 20% (% 3.7) del total de su recorrido dentro del CDP, lo cual representa 2.4 veces el valor
de 8.3% (= 3.7) utilizado por el grupo tratado con escopolamina. Esta diferencia entre los grupos
experimentales es estadisticamente significativa (p <.01) como muestra la Figura 4B y Figura 4D. En el
caso de los respectivos porcentajes de tiempo que los animales permanecieron nadando dentro del CDP,
la fraccion de tiempo que el grupo control permanecio en dicho cuadrante representa un 37% (+ 2.1),
versus un 25% (£ 5.6) en el grupo de escopolamina. Los valores para este parametro no representan un
cambio significativo entre ambos grupos experimentales (Figura 4C).

En el laberinto de Barnes, el efecto de la escopolamina conllevd a que las ratas tratadas con
este farmaco (n = 6) requirieran en promedio 36 (£ 5.8) segundos para escapar de la zona abierta de la
arena, lo cual es 2.12 veces mayor que sus contrapartes del grupo control (n = 6; 17 + 4.8 segundos),
como muestra la Figura 5A. Esta disparidad representa una diferencia significativa entre ambos grupos
experimentales (p < .05). Igualmente, los animales del grupo de escopolamina requirieron una distancia
promedio para encontrar el agujero de escape de 1146 (+254) mm, la cual es 5.2 veces mayor que los 220
(£ 47) mm recorridos en promedio por el grupo control (Figura 5B, 5C). Nuevamente, esta diferencia
entre ambos grupos experimentales es estadisticamente significativa (p <.01).

Figura 5.
Resultados del laberinto de Barnes

Nota. A. Tiempo promedio =+ error estandar de la media (ESM) de la latencia de escape requerida por los animales para alcanzar
el agujero de escape en cada grupo experimental durante la prueba final. B. Distancia promedio + ESM recorrida por los anima-
les para alcanzar el agujero de escape en cada grupo experimental en la prueba final. C. Imagenes representativas de ejemplos
del recorrido de un animal por cada grupo experimental. *p < .05, **p < .01
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Discusion

En el caso del laberinto acuatico de Morris, la disminucion en la latencia de escape de los ratones
del grupo control a lo largo del protocolo demuestra la capacidad natural de los animales para aprender y
recordar la posicion de la plataforma en funcion del entrenamiento. En contraste, el efecto amnésico de la
escopolamina impidid que los animales tratados con dicho farmaco disminuyeran de manera tan marcada
su tiempo promedio de latencia de escape a lo largo de la misma fase de entrenamiento. Sin embargo,
el uso de la latencia de escape como parametro cuantitativo del efecto amnésico de la escopolamina
requiere que los animales del grupo control hayan logrado un aprendizaje consolidado acerca de la
posicion de la plataforma de escape.

La version del laberinto acuatico de Morris presentada aqui unicamente permite encontrar una
diferencia significativa en la latencia promedio de escape entre ambos grupos en el cuarto dia de
entrenamiento (Figura 4A). De manera similar, para el laberinto acuatico de Morris se realizo una prueba
final posterior a la fase de entrenamiento, en la cual se grabo el recorrido de los animales en una tinica
sesion por animal y mediante analisis de video se cuantifico el porcentaje de distancia y de tiempo que
los animales nadaron dentro del CDP.

Debe recordarse que en esta prueba final la plataforma de escape es removida de la piscina y, por
lo tanto, los animales pueden buscarla pero no alcanzarla. La cuantificacion del porcentaje promedio de
distancia y de tiempo que los animales nadan en el CDP permite observar si existe una busqueda activa
de la plataforma en la zona donde esta se encontraba durante la fase de entrenamiento.

En el caso del porcentaje promedio de distancia recorrido dentro del CDP, el grupo control utilizo
una fraccion de su recorrido que es 2.4 veces mayor que su contraparte tratada con escopolamina, lo cual
representa una diferencia significativa entre ambos grupos experimentales (Figura 4B). La diferencia
en este parametro se puede interpretar como el resultado de una busqueda mas focalizada dentro la
zona recordada por los animales del grupo control como la zona donde se encontraba la plataforma.
En comparacion, el grupo cuyo aprendizaje espacial fue impedido por la amnesia anterdgrada inducida
con escopolamina, llevo a cabo una busqueda que esta mas distribuida entre todos los cuadrantes de la
piscina, denotando que estos animales no tienen una memoria consolidada de la zona donde la plataforma
se encontraba durante la fase de entrenamiento.

Estas diferencias en la busqueda de la plataforma durante la prueba final también son ilustradas por
las imagenes representativas mostradas en la Figura 4D, las cuales muestran el recorrido de nado realizado
por un animal de cada grupo experimental. En el caso del porcentaje promedio de tiempo utilizado en el
CDP, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales (Figura 4C).

En la prueba final del laberinto de Barnes, se encontré que las ratas tratadas con escopolamina
requirieron mas del doble del tiempo promedio para escapar la arena en comparacidn a sus contrapartes
del grupo control. En el caso de la distancia promedio recorrida por los animales para alcanzar la salida
de la arena, las ratas tratadas con escopolamina requirieron mas de 5 veces la longitud promedio de
sus contrapartes control. Tanto para latencia promedio como para distancia promedio de escape, las
diferencias entre ambos grupos experimentales son estadisticamente significativas (Figura 5A, 5B).
Estas grandes diferencias en tiempo y distancia promedio para alcanzar la salida de la arena nuevamente
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ejemplifican que el aprendizaje de los animales tratados con escopolamina fue impedido por el efecto
amnésico del farmaco durante la fase de entrenamiento. Adicional a estas diferencias cuantitativas,
ejemplos del recorrido de escape seguido por un animal de cada grupo experimental durante la prueba
final son mostradas de manera ilustrativa en la Figura 5C.

Ambos laberintos presentados aqui representan robustos paradigmas para el modelaje de lamemoria
espacial dependiente del hipocampo. También, han sido utilizados efectivamente tanto con ratas como
ratones, por lo que la eleccidon de la especie depende de las particularidades del disefio experimental; por
ejemplo, los ratones son utilizados en la mayoria de los estudios con animales genéticamente modificados
debido a que son la especie de mamiferos sobre la cual se han creado la mayoria de este tipo de modelos
(Charité — Universitdtsmedizin Berlin, 2022).

Igualmente, ambos laberintos presentan ventajas y desventajas con respecto al otro, las cuales
deben ser tomadas en cuenta para el disefio experimental. En el caso del laberinto de Barnes, su arena
abierta lo convierte en un paradigma robusto e informativo para el estudio de la memoria espacial, por
lo que ha venido a sustituir paradigmas de opciones de navegacion discretas como el laberinto radial
y el laberinto en Y. Al igual que otros laberintos de arena abierta, el laberinto de Barnes depende de la
aversion de los animales hacia estimulos ansiogénicos, como espacio abierto, luzy sonido, para promover
el comportamiento de exploracion o escape (Gawel et al., 2019). En general, el laberinto de Barnes es
un paradigma facil de desarrollar, aunque la principal desventaja percibida en esta estandarizacion es el
prolongado periodo de cada sesion de entrenamiento.

Por su parte, el laberinto acuatico de Morris fue disefiado como otro laberinto de arena abierta con
la particularidad de que no depende de estimulos externos, sino que saca ventaja de la respuesta instintiva
al nado en roedores. Adicionalmente, el laberinto acuatico de Morris utiliza sesiones de entrenamiento
considerablemente mas cortas (60 segundos por sesion de entrenamiento) que otros laberintos de arena
abierta como el Barnes (4 minutos por sesion de entrenamiento). A pesar de estas ventajas, el uso de
una arena acuatica requiere de considerable trabajo de preparacion y mantenimiento, como mantener la
temperatura y limpieza del agua. Indiferentemente de la eleccion entre ambas opciones de laberinto, los
resultados de estos dos protocolos demuestran que cualquiera de los dos paradigmas puede completarse
en un periodo de cuatro dias con resultados similares entre si (Figura 3, Figura 4 y Figura 5).

Distintas variaciones del laberinto de Barnes y el acuatico de Morris han sido utilizados para
estudiar tratamientos o condiciones que puedan afectar el funcionamiento del hipocampo, los cuales
incluyen desde patologias metabolicas como la diabetes, intervenciones del desarrollo o del bienestar
como el enriquecimiento ambiental o el ejercicio fisico, hasta modelos transgénicos de neurodegeneracion
(Curdt et al., 2022; Edwards et al., 2014; Heimer-McGinn et al., 2020; Van Praag et al., 2005; Yermakov
et al., 2019). Por ejemplo, ratones transgénicos a los que se les ha introducido mutaciones causantes de
la enfermedad de Alzheimer en humanos sufren de discapacidades para resolver estos laberintos cuando
se les compara con sus contrapartes de un grupo control (Curdt et al., 2022; Edwards et al., 2014).

Adicionalmente, este tipo de laberintos permiten medir la edad de aparicion y severidad de la
discapacidad cognitiva en estos modelos transgénicos de Alzheimer, asi como su retrasado a partir de
distintas intervenciones, que van desde la estimulacion cognitiva hasta firmacos, incluyendo aquellos
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que han sido aprobados para el tratamiento de esta neuropatologia (Minkeviciene et al., 2004; Yeung et
al., 2015). Por este motivo, la combinacion de cualquiera de estos laberintos con ratones transgénicos de
la enfermedad de Alzheimer se considera una de las maneras mas efectivas y apropiadas para estudiar
aspectos de la fisiopatologia de este padecimiento neurodegenerativo sin incurrir en costosos estudios
clinicos. También por estas particularidades, actualmente estos modelos son utilizados como el primer
paso para la evaluacion (i.e., fase preclinica) de cualquier potencial terapia para dicha neuropatologia,
ya que permiten visualizar la efectividad y seguridad de un potencial tratamiento de una manera rapida,
segura y a un costo razonable, antes de pasar a pruebas en humanos.

En el caso de la investigacion en neurofarmacologia que se lleva a cabo en la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Costa Rica, actualmente resulta imposible financiar el altisimo costo de una colonia
de ratones transgénicos. Por este motivo, para efectuar estudios de descubrimiento de potenciales
farmacos neuroprotectores, se estandarizaron los dos paradigmas presentados en este articulo con el uso
de escopolamina.

La escopolamina es ampliamente utilizada con estos modelos animales debido a que permite
mimetizar la disfuncion hipocampal caracteristica de ciertas demencias (Laczo et al., 2017b; Malikowska-
Racia et al., 2018); por ende, cualquier tratamiento farmacologico que logre revertir su efecto amnésico
se considera potencialmente neuroprotector para el hipocampo. Por ejemplo, distintos farmacos
inhibidores de la acetilcolinesterasa, aprobados para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y
otros tipos de demencias, logran revertir el efecto amnésico de la escopolamina en los protocolos aqui
presentados (Bejar et al., 1999; Sandeep Ganesh et al., 2023). Aun asi, la identificaciéon de una molécula
neuroprotectora a través de estos paradigmas de funcion neurocognitiva representaria solo el primer paso
en un largo proceso de investigacion y desarrollo, el cual incluiria otros modelos animales y celulares
para evaluar su efectividad y seguridad, antes de poder considerar su evaluacion en seres humanos.

De igual manera, formas prolongadas, como la fase de entrenamiento compuesta de varias
semanas, y sin insulto anticolinérgico del laberinto de Barnes y el laberinto acuatico de Morris han sido
utilizadas para estudiar intervenciones no farmacolédgicas que potencialmente provean neuroproteccion
de la memoria ante el desgaste natural del envejecimiento. Notoriamente, estos paradigmas han
permitido replicar en animales descubrimientos previamente identificados a nivel clinico, como el efecto
neuroprotector del ejercicio sobre la memoria (de Sousa Fernandes et al., 2020).

Al igual que los modelos animales mostrados en este articulo, el desarrollo historico y cientifico de
las neurociencias ha utilizado el mismo proceso de descubrimiento experimental y entendimiento tedrico
para guiar el disefio y desarrollo de un vasto catalogo de paradigmas experimentales en animales. Estos
modelos, a su vez, han servido como las principales plataformas experimentales para el estudio de una
amplia gama de funciones o patologias neurolédgicas, incluyendo muchas que se clasifican dentro del
ambito psiquidtrico.

Por ejemplo, para el estudio de la depresion se han disefiado multiples modelos en roedores que
mimetizan distintos aspectos de la patologia humana como la apatia, con la evaluacion de la actividad
de acicalamiento; la anhedonia, con la prueba de preferencia de sacarosa; la ansiedad, con la prueba de
campo abierto; la desesperanza, con la prueba de nado forzado; y la aversion social, con la prueba de
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derrota social (Planchez et al., 2019). Estos modelos animales de depresion también han funcionado
como una base experimental para entender los mecanismos neurobiologicos de este trastorno del animo
y como plataforma para evaluar potenciales terapias.

Por otra parte, cuando las funciones neurobiologicas a estudiar no son adecuadamente representadas
en los clasicos modelos de roedores, siempre existe la posibilidad de utilizar modelos animales que
posean caracteristicas mas cercanas a las del ser humano, como las otras especies de primates (Qiao et
al., 2023). Por ejemplo, aspectos del trastorno del espectro autista como disfunciones en comportamiento
social y capacidades cognitivas han sido notoriamente dificiles de modelar en roedores, por lo que su
estudio ha sido fundamentado o complementado en especies de primates no humanos como los macacos
(Bauman & Schumann, 2018; Zhao et al., 2018).

Este analisis historico y cientifico ejemplifica como los modelos animales desarrollados para las
neurociencias han sido basados en una integracion del conocimiento teérico en este campo, desde la
neurobiologia molecular hasta los instintos plasmados en un resultado final como el comportamiento. El
efecto de la escopolamina sobre el aprendizaje espacial de roedores en una arena abierta es coherente con
el actual conocimiento tedrico y experimental de la funcidn central de la neurotransmisiéon muscarinica
en el hipocampo sobre la memoria declarativa a largo plazo (Dannenberg et al., 2017; Lacz6 et al., 2017a;
Malikowska-Racia et al., 2018). Dicho efecto es reproducido nuevamente en este trabajo con dos modelos
y dos especies distintas, como ha sido comprobado numerosas veces en el pasado. Adicionalmente, los
datos experimentales aqui presentados son una demostracion mas de que la teoria implicita aplica en
distintos paradigmas y especies de mamiferos.

Multiples fuentes de evidencia clinica como las disfunciones cognitivas en pacientes de la
enfermedad de Alzheimer y usuarios cronicos de farmacos anticolinérgicos demuestran que la teoria
en la que se basan estos experimentos es cohesiva y coherente con la neurobiologia humana y, por
tanto, los modelos representan una herramienta util para evaluar aspectos que no se pueden estudiar
directamente en seres humanos. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que todo modelo es una
representacion simplificada de una realidad compleja y, por tanto, todos poseen limitantes que deben
ser entendidas y consideradas.

En el caso de los modelos mostrados de manera ilustrativa en este articulo, se debe tomar
en cuenta que las demencias resultantes de una disfuncion derivada del hipocampo generalmente
incluyen una variedad de otros mecanismos patoléogicos como neuroinflamacion, proteinopatia y
neuronopatia (Eskildsen et al., 2015; Rao et al., 2022). Algunos de estos mecanismos fisiopatologicos
han sido incorporados en otros modelos animales, especialmente en aquellos disefiados para mimetizar
la enfermedad de Alzheimer (Banerjee et al., 2022). Sin embargo, no existe ningin modelo animal
utilizado en neurociencias que logre incorporar todas las caracteristicas de relevancia fisiopatologica
o clinica de una neuropatologia particular. Por estos motivos, distintos modelos animales disefiados
para estudiar una misma patologia generalmente se consideran como herramientas complementarias
entre si, y cualquier fenomeno biomédico mimetizado a través de un modelo animal debe ser
abarcado mediante multiples formas de estudio, incluyendo modelos in vitro o ex vivo y estrategias de
investigacion que incluyan la clinica.
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