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Resumen

Diversos trabajos han observado que tratamientos que cominmente producen amnesia son
totalmente inefectivos cuando se administran a sujetos que han sido entrenados con un
choque eléctrico de alta intensidad en un aprendizaje aversivo (entrenamiento
incrementado). Este efecto protector ha sido observado en una variedad de tareas de
aprendizaje cuando los tratamientos que interrumpen la actividad normal son administrados
en varias regiones cerebrales, incluyendo el estriado. Sin embargo, los mecanismos de este
efecto protector son poco conocidos. Uno de los primeros blancos para la formacién de la
memoria de largo plazo parece ser la activacion de factores de transcripcion, como la
proteina c-Fos. Esta proteina ha sido empleada como un marcador para identificar las
regiones del cerebro que son activadas en respuesta al aprendizaje. En el presente trabajo,
analizamos el porcentaje de células positivas a c-Fos en el estriado después de un
entrenamiento aversivo moderado e intenso. Las ratas fueron entrenadas en una tarea de
evitacion inhibitoria (El) usando diferentes intensidades de choque eléctrico (1.0 mA o 3.0
mA). También estudiamos tres grupos controles; un grupo que no fue entrenado (Bio, ratas
gue permanecieron en el bioterio), un grupo de 0.0 mA (ratas “entrenadas” en la tarea, pero
el choque eléctrico no fue administrado) y un grupo control de solo choque (Sch, ratas que
recibieron un choque eléctrico no contingente de 3.0 mA). Las ratas de cada grupo fueron
sacrificadas 90 min después de cada condicién, para implementar la técnica de
inmunofluorescencia para la proteina c-Fos en las regiones dorsomedial (DM), dorsolateral
(DL), ventromedial (VM) y ventrolateral (VL) del estriado. Observamos un porcentaje mayor
de células que expresan c-Fos en VL en el grupo entrenado con 3.0 mA comparado con el
resto de los grupos, los cuales no difirieron entre si. Concluimos que los cambios en la
plasticidad sinaptica en la regién VL del estriado, que son dependientes de la expresion de
c-Fos, pueden ser requeridos para la formaciéon de la memoria de un entrenamiento
incrementado mas que para un entrenamiento moderado. Sin embargo, el hecho de no
encontrar diferencias significativas en los sujetos sometidos a un entrenamiento moderado
0 en las otras regiones del estriado aqui analizadas, no descarta la posibilidad de que estas
regiones se encuentren involucradas en la formacion de la memoria de la tarea de evitacion
inhibitoria bajo ambas condiciones de estimulacidn aversiva y que puedan existir tiempos
de expresion diferenciales dependiendo de las regiones, debidas a procesamiento temporal

diferente de la informacién derivada del entrenamiento.

Palabras claves: estriado, proteina c-Fos, aprendizaje y memoria, entrenamiento aversivo.
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Abstract

Several studies have observed that treatments that commonly cause amnesia are totally
ineffective when administered to subjects who have been trained with a high intensity
electric shock during aversive learning (enhanced training). This protective effect has been
seen in a variety of learning tasks when the treatments that disrupt normal activity are
administered in various brain regions, including the striatum. However, the mechanisms of
this protective effect are little known. One of the first targets for stimulus-induced long-term
memory formation appears to be activation of transcription factors, such as the c-Fos
protein. This protein has been used as a marker to identify regions of the brain that are
activated in response to learning. In the present work, we analyzed the percentage of c-Fos
positive cells in the striatum after moderate and intense aversive training. Rats were trained
in an inhibitory avoidance task (IE) using different intensities of electric foot-shock (1.0 mA
or 3.0 mA). We also studied four control groups: a group that never left the bioterium, except
for sacrificing (Bio), a 0.0 mA group (rats "trained" on the task, but the electric foot-shock
was not administered), and a shock-only control group (rats that received a 3.0 mA non-
contingent electric foot-shock). The rats of each group were sacrificed 90 min after each
condition for immunofluorescence of the c-Fos protein in the dorsomedial (DM), dorsolateral
(DL), ventromedial (VM) and ventrolateral (VL) of the striatum. We observed a higher
percentage of cells expressing c-Fos in the ventrolateral striatum in the 3.0 mA group as
compared with the rest of the groups, which did not different between each other. We
conclude that changes in synaptic plasticity in the VL, which are dependent on c-Fos
expression, probably may be required primarily for memory formation of enhanced training
and not for moderate training. However, the fact there were no significant differences in c-
Fos expression in the subjects that underwent moderate training, or in the other striatal
regions analyzed here, does not rule out the possibility that these regions are involved in
memory formation of the inhibitory avoidance task under both training conditions, and that
there may be differential expression times depending on the regions, due to a different

temporary processing of information derived from training.

Key words: Striatum, c-Fos protein, learning and memory, aversive training.
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|. INTRODUCCION

Si la evolucién fuera un juego, el objetivo de cada individuo seria difundir sus genes
a la mayor cantidad de descendientes como sea posible (Darwin, 1859). La
estrategia seria sencilla: tomar medidas que promuevan, y evitar acciones que
amenacen, la propia sobrevivencia y la de sus descendientes, pero los retos son
una competicion feroz y un entorno siempre cambiante que rebosa de estimulos
sensoriales tanto familiares como novedosos. Para ser competitivo, cada individuo
debe filtrar la informacién, identificando si ciertas sefiales pueden tener un impacto
positivo 0 negativo en su objetivo y, posteriormente, seleccionar una respuesta de
comportamiento adecuada y para ganar se debe hacer esto de forma rapida y
precisa (Nieh, Kim, Namburi y Tye, 2013). El aprendizaje y la memoria son dos de
los muchos mecanismos por los cuales la mayoria de los animales son capaces de
adaptarse al medio ya que, gracias a una compleja serie de procesos perceptivos,
cognitivos y de organizacion motora que tienen lugar en el cerebro de cada
organismo, son capaces de modificar su conducta en funcion de las condiciones

ambientales (Tooby y Cosmides, 1990).

A través de los afios se han estudiado las bases biologicas de estas modificaciones
conductuales en el sistema nervioso central de modelos animales, mediante
diferentes técnicas como lesiones e inactivaciones locales o mediante la expresion
de genes tempranos inmediatos (IEG por sus siglas en inglés) (Sutherland, Lee,
McDonald y Lehmann, 2019).

La actividad sinaptica producto de experiencias conductuales conduce a
alteraciones en los niveles intracelulares de segundos mensajeros, que a su vez
activan diferentes cinasas y fosfatasas celulares que modulan la actividad de una
amplia gama de proteinas preexistentes y factores de transcripcion (ej. CREB, SRF
o0 ATF-2) y la activacion de estos factores de transcripcion promueve la expresion
de genes de expresion temprana (IEGs) (Guzowski, McNaughton, Barnes y Worley,

1999; Guzowski, Setlow, Wagner, y McGaugh, 2001; Herdegen y Zimmermann,
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1995; Hess, Lynch, y Gall, 1995; Vann et al. 2000). Tal como el gen c-fos que
codifica la proteina c-Fos, ésta ultima forma un complejo heterodimérico con otras
proteinas como la c-Jun para constituir el factor de transcripcion activador de la
proteina-1 (AP-1) que regula la expresion de genes mediante la union a secuencias
de reconocimiento de AP-1, encontrada en una variedad de genes diana (Muller et
al., 1983; Greenberg y Ziff, 1984; Chiu et al., 1988; Halazonetis et al., 1988;
Kouzarides y Ziff, 1988). La expresion de la proteina c-Fos puede activarse por gran
variedad de estimulos, como la estimulacion por neurotransmisores o por
despolarizacién e incremento de Ca?* intracelular (Herdegen y Leah, 1998), razén

por la cual ha sido empleado como un marcador de activaciéon celular.

Por otro lado, en nuestro laboratorio diversos trabajos han demostrado que cuando
un sujeto es sometido a un entrenamiento incrementado (es decir, cuando se
incrementa la intensidad del estimulo aversivo, choque eléctrico) se produce un
efecto protector contra tratamientos amnésicos (como bloqueadores de canales de
sodio o0 antagonistas de receptores colinérgicos y GABAérgicos, asi como
inhibidores de la sintesis de proteinas) administrados en una region cerebral
especifica, como la amigdala (Salado-Castillo et al. 2011), el hipocampo (Garin-
Aguilar, et al. 2014) y el estriado (Diaz del Guante et al. 1991; Prado-Alcala y Cobos
Zapiain, 1977; Prado-Alcala et al. 2017; Salado-Castillo et al. 1996). Por lo que la
vision de que el proceso de formacién de la memoria estd mediado por un conjunto
mas o0 menos rigido de sistemas de moléculas y de estructuras cerebrales
particulares, no es apoyada por los datos experimentales antes mencionados y, por
el contrario, parece ser que es un proceso muy dindmico, que se apoya en una
interaccion compleja de mecanismos moleculares y cerebrales, no del todo
conocidos hasta el momento. Es por ello que, el presente trabajo tuvo como objetivo
determinar el porcentaje de células activas (mediante un marcador de activaciéon
celular, c-Fos) en la region del estriado, después de que los animales son sometidos
a una experiencia de aprendizaje de evitacion inhibitoria, bajo dos condiciones de

entrenamiento aversivo (moderado e incrementado).


http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-22
http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-22
http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-7
http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-3
http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-9
http://www.jneurosci.org/content/23/27/9116.long#ref-19

IIl. ANTECEDENTES

1. ASPECTOS GENERALES DEL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

1.1. Aprendizaje

El aprendizaje se ha definido como un cambio relativamente permanente en la
conducta como resultado de la practica o la experiencia (Lachman, 1997). Sin
embargo, observar un cambio en la conducta no es suficiente para inferir la
presencia de un aprendizaje porque (1) no todos los efectos de la experiencia en la
conducta pueden considerarse aprendizaje (por ejemplo, la exaltacion al
experimentar un estimulo inesperado como un golpe fuerte) y (2) no todos los
cambios en la conducta se deben a la experiencia (también pueden deberse a fatiga,
a falta de motivacion o a factores genéticos) (De Houwer, Holmes-Barnes, y Moors,
2013). A pesar de que no existe una definicibn que goce de una aceptacion
universal, se ha propuesto que el aprendizaje es el proceso por el cual ocurren
cambios adaptativos duraderos en los mecanismos conductuales individuales de un
organismo como resultado de la experiencia previa con estimulos que generan

respuestas reflejas o con otros similares (Barron et al, 2015; Domjan, 2010).

Se reconocen dos tipos basicos de aprendizaje: no asociativo y asociativo. El
aprendizaje no asociativo ocurre cuando un individuo es expuesto a un estimulo
aislado, por lo que el individuo aprende las caracteristicas del estimulo sin asociarlo
con alguna consecuencia; los principales tipos de este aprendizaje son la
habituacién, que consiste en una disminucion en la conducta refleja del sujeto ante
la presentacion repetida de un estimulo débil o neutro (por ejemplo, dejar de prestar
atencion a los ruidos cotidianos de la calle) y la sensibilizacion, que consiste en un
aumento en la respuesta ante un estimulo débil o neutro después de haber
experimentado un estimulo intenso (por ejemplo, un animal que responde con mas
fuerza a un estimulo tactil leve después de recibir un pellizco doloroso) (Aguado-
Aguilar, 2001). El aprendizaje asociativo ocurre cuando el cambio conductual se

debe a la experiencia repetida de dos eventos que aparecen relacionados en el
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tiempo y a la vez puede dividirse en condicionamiento clasico, donde el aprendizaje
es causado por la asociacién de dos estimulos y el condicionamiento operante que
depende de la asociacion entre las acciones del sujeto y el resultado de esa accion
(Fanselow y Wassum, 2016). El condicionamiento clasico se produce cuando se
asocian un estimulo incondicionado (EI) que provoca una respuesta refleja o
incondicionada (RI) y un estimulo neutro o incondicionado (EN) que no provoca
ninguna respuesta especifica. Después de repetidas asociaciones, la sola
presentacion del EN, que ahora es denominado como estimulo condicionado (EC),
adquiere la capacidad de provocar una respuesta condicionada (RC) muy
semejante a la incondicionada (Domjan, 2005). Este tipo de aprendizaje fue descrito
por primera vez por el fisiblogo ruso Ivan Pavlov en 1927, quien usé perros como
modelo experimental y observé que después de varias sesiones en las cuales se
hacia sonar una campana (EN) antes de presentar un alimento (El), que
naturalmente provocaba una respuesta de salivacion (RI), los perros adquirian la
capacidad de asociar el sonido de la campana con el alimento, de tal forma que
cuando los perros escuchaban el sonido de la campana (EC) producian la respuesta
de salivacion (RC) aun y cuando ya no se les presentaba el alimento (Figura 1).

1. Antes del condicionamiento 2. Antes del condicicnamiento
AT J/”_FH
//'ﬁ g &
fe i e
- — i’
= respuesta
\ 7 respuesta o =
Comida Salivacion Campana No salivacion
Estimulo Respuesta Estimulo Na hay
incondicionado incandicionada neutral respuesta
3. Durante el condicionamiento 4. Despues del condicionamiento
y y - EY
./., = \
e — \\‘_j—""’ N _L:::— -
S respuesta respuesta (
u+'-_'-{ c“‘-—-"' Ty
) i ampana alivacién
Campana Comida Salivacion P
Respuesta Estimulo Respuesta
incondicionada condicionado condicionada

Figura 1. Condicionamiento clasico. Diagrama que muestra las fases del experimento realizado
por Pavlov, para posteriormente describir el condicionamiento clasico. Modificado de Kandel (2013).



En el condicionamiento operante, el sujeto puede estar emitiendo un numero
indeterminado de respuestas como parte de su repertorio conductual sin ningun
estimulo evocador especifico, pero si a la respuesta le sigue una consecuencia
positiva (reforzamiento) o negativa (castigo) entonces aumentara o disminuira,
respectivamente, la probabilidad de que la respuesta inicial se repita en el futuro
(Reynolds, 1968). Un reforzamiento puede ser (1) positivo cuando la respuesta del
sujeto produce una consecuencia gratificante (ej. un padre le da un dulce a su hijo
cuando guarda sus juguetes) o (2) negativo cuando la respuesta termina un estimulo
aversivo (ej. abrir un paraguas para no mojarse con la lluvia). En contraste, un
procedimiento de castigo puede ser (1) positivo cuando la respuesta del sujeto
produce un evento desagradable o aversivo (ej. una madre regafia a su hijo por
correr en la calle) o (2) negativo cuando la respuesta del sujeto impide la entrega de
un estimulo placentero o apetitivo (ej., si un niflo no come sus verduras, la madre

no le da postre) (Domjan, 2010) (Figura 2).

Reforzamiento Castigo
Positivo Negativo Positivo Negativo
La respuesta produce La respuestaimpide La respuesta produce La respuestaimpide la
un estimulo la presentacion de un un estimulo aversivo presentacion de un
gratificante estimulo aversivo estimulo gratificante
Incremento en la tasa de respuestas Disminucion en la tasa de respuestas

Figura 2. Condicionamiento operante. Eventos que pueden modificar la conducta. Representacion
basada en Domjan (2010).

1.2. Memoria

La formacion de la memoria es un proceso dinAmico comunmente dividido en tres

etapas: adquisicion, consolidacion y evocacion (Szapiro et al., 2002). Durante la
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adquisicioén, la informacion derivada de las experiencias de aprendizaje se mantiene
en un almacén de corta duracion (memoria a corto plazo) (Banai, Ortiz,
Oppenheimer y Wright, 2010). En este estadio la informacién es labil y susceptible
a la interferencia. Si la informacion es consolidada pasa a un estadio estable y
resistente a la interferencia (memoria a largo plazo) (McGaugh, 2000).
Posteriormente la informacion puede ser evocada espontanea o voluntariamente
mediante la reactivacion del trazo de memoria formado (Figura 3) (Nadel, Hupbach,

Gomez, y Newman-Smith, 2012).

Las dos principales clasificaciones de la memoria son: la memoria declarativa o
explicita y la memoria no declarativa o implicita. En la memoria declarativa la
informacion esté disponible como un recuerdo consciente y se puede recordar como
material verbal o no verbal, como una idea, sonido, imagen, sensacion, olor o
palabra. Por otro lado, la memoria no declarativa se refiere al recuerdo inconsciente
de habilidades motoras (hacer un nudo), habilidades cognitivas (realizar
operaciones mentales) o habilidades perceptuales (leer rapido) (Squire y Dede,
2015; Squire y Zola-Morgan, 1988).

Consolidacion

Evocacion
MCP MLP |

A

Evocacion

|
v

Memoria

Adquisicion

Tiempo

Figura 3. Modelo tedrico del proceso de formacién de la memoria. Se representan las 3 etapas
de la formaciéon de la memoria (adquisicion, consolidacion y evocacion) a lo largo del tiempo.
Abreviaturas; MCP, memoria de corto plazo; MLP, memoria de largo plazo. Modificado de Dudai
(2004).



1.3. Consolidacién de la memoria

Histéricamente el concepto de consolidacion se le atribuye a Mdiller y Pilzecker
(1900) quienes lo definieron como el proceso de estabilizacién progresiva de la
informacion para que la informacion labil y temporal se vuelva a una memoria

estable y duradera (Squire, Genzel, Wixted y Morris, 2015).

Afos mas tarde Donald Hebb (1949) sugiri6 que las experiencias estan
“almacenadas” en conjuntos de células neuronales que permiten que los patrones
de actividad reverberen durante algun tiempo después de la adquisicion y que la
activacion constante de estos circuitos provoca cambios estructurales duraderos en
algunas regiones cerebrales que dan lugar a la formacién de la memoria a largo
plazo (Mayford, Siegelbaum y Kandel, 2012) y un afio después Katz y Halstead
(1950) propusieron que la formacion de la memoria a largo plazo dependia, en parte,
de la sintesis de proteinas cerebrales de novo, y a partir de entonces se realizaron
numerosos experimentos en los que se comprobd que la administracion de
inhibidores de la sintesis de proteinas, tanto en forma sistémica como intracerebral,
antes o inmediatamente después del entrenamiento en una tarea interfiere con la

consolidacion de la memoria (Davis y Squire, 1984).

Actualmente se sabe que la consolidacion desencadena una serie de procesos que
tienen lugar tanto durante la vigilia como durante el suefio en multiples niveles de
organizacion y funcién en el cerebro, desde el molecular hasta el conductual, y en
un espectro temporal que varia de segundos a meses e incluso afios (Dudai, Karni
y Born, 2015).

La consolidacion puede ser abordada comunmente en dos niveles de descripcion y
analisis; la consolidacion sinaptica y de sistemas. La consolidacion sinaptica
involucra cambios en la eficiencia sinaptica y cambios morfolégicos como el
crecimiento axonal y formacion de nuevas espinas dendriticas, producto de la
regulacion génicay sintesis de proteinas de novo (Hess, Lynch, y Gall, 1995; Kubik,

Miyashita y Guzowski, 2007; Vann, Brown, Erichsen y Aggleton, 2000). Por otro
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lado, la consolidacion de sistemas se refiere a la reorganizacién poscodificacion de
la memoria de largo plazo (LTM) sobre circuitos neuronales distribuidos en

diferentes regiones cerebrales (Dudai, 2012).

2. MARCADORES DE ACTIVACION CELULAR

La actividad sinaptica producto de experiencias conductuales conduce a
alteraciones en los niveles intracelulares de segundos mensajeros, que a su vez
activan diferentes cinasas y fosfatasas celulares que modulan la actividad de una
amplia gama de proteinas preexistentes y factores de transcripcion (ej. CREB, SRF
0 ATF-2), y la activacion de estos factores de transcripcion promueve la expresion
de genes de expresion temprana (IEGs) (Guzowski, McNaughton, Barnes y Worley,
1999; Guzowski, Setlow, Wagner y McGaugh, 2001; Herdegen y Zimmermann,
1995; Hess, Lynch y Gall, 1995; Vann et al. 2000). Los IEGs son un conjunto de
genes que se expresan en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas vy,
por lo tanto, no requieren sintesis de proteinas de novo para su expresion (Herrera
y Robertson, 1996); por esta razdn, tienen una ventaja temporal sobre otros genes,
de alli el término “inmediato” (Aggleton, Brown y Albasser, 2012). Existe un gran
namero de IEGs que pueden ser clasificados en dos clases funcionales: (1) IEGs
reguladores o factores de transcripcion (RTFs), como zif268, c-jun y c-fos que
pueden influir en la fisiologia celular dependiendo de los genes que regulen "rio
abajo" (Saffen et al., 1988). (2) IEGs efectores, como Arc y Homer que pueden
regular funciones celulares especificas (Brakeman et al., 1997; Guzowski et al.
2001; Lyford et al., 1995). Se ha reportado que ambas clases de IEGs desempefian
funciones importantes para el establecimiento y/o mantenimiento de cambios
neuronales de larga duracién y la formacién de la memoria (Figura 4) (Abraham et
al., 1993; Alberini, 2009; Klann y Dever, 2004; Lanahan y Worley, 1998; Okuno,
2011).



Actividad sinaptica

A 4

Activacién de Cinasas/Fosfatasas por Ca%* y AMPc

A 4 A 4

Modificacion de Activacion de RTFs
proteinas pre-existentes constitutivos (ej., CREB)
para alterar la funcion para alterarla

sindptica transcripcion neuronal

¢Plasticidad a corto plazo? :
¢Plasticidad a largo plazo y |
ti ta sinaptica)? .
(etiqueta sinaptica) IEGs RTFs (c-fos, zif268, etc.)

1
IEGs efectores: estructurales, !

relacionados con el crecimiento LA —
y proteinas sinépticas; factores Genes efectores de inicio retardado:

tréficos, etc. (Arc, Homer 12 estructurales, relacionados con el
’ * ’ ’ . . rs . Ve .
TPA, otros) crecimientoy proteinas sinapticas;
’ Ia . s e
neuropéptidos, factores troficos, etc.

¢ Plasticidad a largo plazo?
¢éPlasticidad a largo plazo?

Figura 4. Modelo de expresién génica de procesos de plasticidad sinaptica y consolidacion
de la memoria. La actividad sinptica producto de la experiencia conduce a alteraciones en los
niveles intracelulares de segundos mensajeros que activan las quinasas y fosfatasas celulares. Estas
enzimas modulan la actividad de una amplia gama de proteinas celulares preexistentes, incluidos
los componentes sinapticos y factores de transcripcion. En el nucleo, la activacién de CREB y
factores de transcripcidn relacionados inicia una cascada de expresion génica, que se requiere para
la formacion de la memoria a largo plazo. Modificado de Guzowski (2002).

2.1. c-Fos como marcador de activacion

Los RTFs c-fos, c-jun y zif268, son el primer grupo de genes expresados después
de la activacion sinaptica (Guzowski, 2002; Herrera y Robertson, 1996). En
particular, c-Fos es una proteina nuclear codificada por el proto-oncogen c-fos
(Mugnaini, Berrebi, Morgan y Curran, 1989) que se expresa en respuesta a factores
de crecimiento y por la activacion de receptores nicotinicos de acetilcolina y canales
de calcio dependientes de voltaje (Cochran, Zullo, Verma y Stiles, 1984; Greenberg
y Ziff, 1984; Greenberg, Ziff y Greene, 1986; Hoffman, Smith y Verbalis, 1993;
Kruijer, Cooper, Hunter y Verma, 1984; Morgan y Curran, 1986). La expresion de la
proteina c-Fos puede ser detectada por técnicas inmunohistoquimicas en el sistema

nervioso central y se ha reportado que, en condiciones basales, los niveles de
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RNAmM de c-fos y los de su proteina son muy bajos (Hughes et al., 1992) y los
niveles maximos detectables de la proteina ocurren entre una y tres horas
posteriores al inicio del estimulo que promueven la expresion del gen, para
posteriormente regresar a su linea base de forma gradual entre cuatro y seis horas
después (Kovacs, 1988).

La proteina c-Fos forma un complejo heterodimérico con otras proteinas como c-
Jun para constituir el factor de transcripcion denominado proteina activadora 1 (AP-
1) que altera rapidamente la transcripcion, ya sea positiva 0 negativamente, de una
amplia variedad de genes (Morgan y Curran, 1991) entre los que se encuentran:
PENK (pro-encefalina), GAD (glutamato descarboxilasa), TH (tirosina hidroxilasa),
AVP (arginina vasopresina) (Kovacs, 1998) y MMP-9 (metaloproteinasa de la matriz
extracelular 9); particularmente éste Ultimo se ha reportado que es necesario para
el establecimiento de modificaciones estructurales de las espinas dendriticas (Wang
et al., 2008). Y también se ha reportado que la interaccién de AP-1 con el factor de
transcripcion CREB es importante en el incremento en la fuerza sinaptica y el
namero de sinapsis, aunque esto solo ha sido observado en moscas, (Sanyal,
Sandstrom, Hoeffer y Ramaswami, 2000), pero constituyen un buen modelo de lo

gue podria estar ocurriendo también en otros sistemas (Gerber et al., 2014).

Tanto c-fos como su proteina son ampliamente utilizados como marcadores de
activacion neuronal, ya que proporcionan una alta resolucion de célula Unica con
baja expresion de fondo debido a su localizacion nuclear (Bullitt, 1990), y a pesar
de que el mapeo basado en c-Fos no permite inferir posibles relaciones causales
entre la activacién cerebral y la conducta, como en estudios de lesiones o el
seguimiento temporal de la actividad neuronal como en los registros
electrofisiolégicos, si permite la localizacién y comparacion de circuitos neuronales
dentro de estructuras cerebrales especificas o de todo el cerebro a una resolucion

que no era posible anteriormente (Jaworski, Kalita y Knapska, 2018).
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Se ha publicado una serie de resultados mostrando que la rapida expresion del gen
c-fos y su proteina c-Fos en diversas regiones cerebrales esta asociado con el
establecimiento de la memoria de largo plazo de diferentes paradigmas de
aprendizaje (Jaworski, Kalita y Knapska, 2018). En un estudio hecho por He et al.
(2002) observaron un incremento en los niveles de la proteina c-Fos en la region de
CA3 del hipocampo dorsal de ratas que fueron sometidas a una tarea de memoria
espacial en un laberinto radial de ocho brazos. Por otro lado, se ha reportado que
la microinyeccién en el hipocampo dorsal de oligos antisentido de c-fos (una cadena
de nucledtidos corta de secuencia complementaria a un fragmento de RNAm diana,
gue bloquea el proceso de traduccion del mensaje genético a proteina) provoca un
deterioro de la memoria espacial (Guzowski, 2002; He et al., 2002) y contextual
(Katche et al., 2010). Cabe mencionar que este mismo efecto de deterioro de la
memoria provocado por la microinyeccién de oligos antisentido también se ha
reportado en la amigdala para una memoria de condicionamiento aversivo al sabor
(Lamprecht y Dudai, 1996) y en la corteza prefrontal para un condicionamiento de
miedo al tono (Morrow, Elsworth, Inglis y Roth, 1999). Estos resultados apoyan la
hipotesis de Kaczmarek (1993) quien propuso que los factores de transcripcion,
especialmente c-fos, tienen un papel muy importante en la integracion de la
informacion durante los procesos de aprendizaje y memoria. Ademas, numerosos
estudios proponen que la expresion de c-fos en diferentes regiones cerebrales
parece estar relacionada con la presentacion de estimulos novedosos y estrés
durante la adquisicion de estas tareas (Cirelli y Tononi, 2000; Lin, et al. 2018;
Nikolaev, Kaczmarek, Zhu, Winbland y Mohammed, 2002; Radwanska, Nikolaev,
Knapska y Kaczmarek, 2002; Sotty, Sandner y Gosselin, 1996; Tulogdi et al. 2012).
Sin embargo, es un tema muy dificil de abordar y se propone que probablemente
no haya aprendizaje sin un componente de estrés, y de la misma manera, cada

procedimiento estresante da como resultado el aprendizaje (Filipkowski et al., 2006).

Uno de los paradigmas mas utilizados para estudiar los mecanismos
neurobioldgicos que participan en los procesos de aprendizaje y consolidacion de

la memoria es la tarea de evitacién en sus versiones activa o inhibitoria, en las
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cuales el sujeto evita un compartimento en donde anteriormente recibieron un
choque eléctrico (Jarvik y Kopp, 1967; Netto y Izquierdo, 1985). En esta tarea, la
presentacion del estimulo aversivo resulta en un estado emocional aprendido que
involucra el condicionamiento clasico Pavloviano (condicionamiento de miedo al
contexto) seguido por la adquisicion de las respuestas adaptativas de escape o
evitacion (aprendizaje operante de accion-resultado o de procedimiento) (Ogren y
Stiedl, 2010).

Se ha reportado que después de una tarea de evitacion activa, regiones cerebrales
relacionadas a la adquisicion de este tipo de tarea, como el hipocampo y la corteza
visual, presentaron un aumento en los niveles de RNAm de c-fos una hora después
del entrenamiento (Nikolaev et al., 1992a). En un estudio posterior se report6 que la
expresion de c-fos aumenta en la corteza visual, sensorial y limbica en un estadio
temprano de entrenamiento, mientras que en un estadio tardio no hubo cambios;
sin embargo, después de un largo periodo de entrenamiento, la expresion de c-fos
podia ser inducida por la introduccién de un estimulo de sefializacion nuevo
(Nikolaev et al., 1992b).

Por otro lado, la tarea de evitacion inhibitoria, a diferencia de la evitacion activa, se
adquiere rapidamente (en un solo ensayo) y resulta en un comportamiento
aprendido relativamente estable durante un periodo sustancial de tiempo después
del entrenamiento (Gold, 1986). En este sentido, Zhang, Fukushima y Kida
entrenaron ratones en una tarea de evitacion inhibitoria y midieron los niveles de la
proteina de c-Fos 90 minutos después del entrenamiento en distintas regiones
cerebrales de diferentes grupos: no sometidos a ninguna experiencia, expuestos
Gnicamente al contexto sin recibir choque o que solo recibieron el choque sin ser
expuestos al contexto y observaron un aumento en los niveles de c-Fos en el grupo
entrenado en la tarea con respecto al resto de los grupos control especificamente
en la region CA1 y CA3 del hipocampo, en el nucleo lateral y basolateral de la
amigdala y en la corteza prefrontal medial prelimbica e infralimbica. Estos

resultados sugieren que la memoria de una tarea de evitacidén inhibitoria esta
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codificada en una amplia red de regiones cerebrales que incluyen la corteza

prefrontal, el hipocampo y la amigdala.

3. ESTRIADO

El estriado es una region subcortical conformado por los nucleos caudado, putamen
y accumbens (Gerfen y Bolam, 2017). Esta estructura representa la aferencia
principal de los ganglios basales (una serie de ndcleos subcorticales
interconectados que incluyen el globo palido, el ndcleo subtalamico y la substancia
nigra) (Goodman y Packard, 2017). Ademas, el estriado se ha asociado con
funciones cerebrales como la motivacion, la planificacibn motora y el aprendizaje

procedimental (Packard y Knowlton, 2002; Yin y Knowlton, 2006).

3.1. Anatomia

Anatomicamente el estriado presenta una distribucién celular bastante homogénea
y esta conformado en su mayoria por neuronas medianas espinosas (MSN, por sus
siglas en ingles) que representan mas del 95% de las neuronas estriatales y las
neuronas estriatales restantes son varios tipos de interneuronas (Voorn,
Vanderschuren, Groenewegen, Robbins y Pennartz, 2004). Ademas, con el uso de
métodos de transporte axonal retrogrado se demostré que las MSN son el principal
objetivo de entrada y la principal neurona de salida de informacion del cuerpo
estriado, mientras que las interneuronas no presentan axones de proyeccion fuera
del estriado, sino que distribuyen sus axones localmente, la mayoria de los cuales

hacen contacto sinaptico con las MSN (Grofova, 1975; Goodman y Packard, 2017).

El soma de las MSN tienen un diametro de 12-20 ym y sus dendritas forman un
campo dendritico radial que se extiende desde el soma hasta una distancia de 100
a 250 um (Kawaguchi, Wilson y Emson, 1990), estas neuronas son GABAérgicas
y pueden dividirse en dos tipos principales con base en su expresion genética: (1)
las MSN estriatonigrales que exhiben una alta expresion de receptores a dopamina
D1 y receptores muscarinicos M4 y (2) las MSN estriatopalidales que exhiben una
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alta expresién de receptores a dopamina D2 y receptores a adenosina A2A (Gerfen
et al., 1990).

Por otro lado, las interneuronas estriatales pueden clasificarse en células medianas
GABAérgicas y células colinérgicas (Kawaguchi, Wilson, Augood y Emson, 1995).
Las células medianas GABAérgicas a su vez pueden diferenciarse por sus
propiedades histoquimicas en: (1) células parvalbumina-positivas, (2)
somatostatina-positivas, neuropéptido Y y sintetasa de 6xido nitrico-positivas y (3)
calretinina-positivas, o por sus propiedades fisiologicas en al menos dos clases: (1)
las de disparo rapido (FS, por sus siglas en ingles) que presentan tasas de disparo
rapido de manera sostenida y (2) las interneuronas de umbral bajo (LTS, por sus
siglas en ingles) que tienen tasas menores de disparo; en este sentido, las células
parvalbumina-positivas también pueden ser nombradas como neuronas FS
mientras que las somatostatina-positivas y las calretinina-positivas como neuronas
LTS (Figura 5) (Kreitzer, 2009; Tepper y Bolam, 2004).

a % E b C d
MSN FS Lﬁj TAN =ljim

Figura 5. Tipos celulares en el estriado. Representacion esquematica de (a) una neurona mediana
espinosa (MSN) (b) una interneurona de disparo rapido (FS), (c) una interneurona de umbral bajo
(LTS) y (d) una interneurona colinérgica ténicamente activa (TAN). Kreitzer, 2009.

A pesar de que bajo el microscopio Optico el estriado exhibe una apariencia
relativamente uniforme, se ha observado que ciertos marcadores neuroquimicos
etiquetan a grupos de NMEs en parches y matrices (Kreitzer, 2009) y se ha

reportado que esta organizacion parche/matriz es importante durante el desarrollo
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y segrega las NMEs en funcién de sus proyecciones aferentes y eferentes (Gerfen,
1992).

Los parches, también conocidos como estriosomas, representan ~10% del volumen
estriatal y se distinguen por la union densa del receptor opioide p (Herkenham y
Pert, 1981), una alta tincion de la sustancia P (Bolam, 1zzo y Graybiel 1988) y una
tincion deficiente para marcadores colinérgicos como la acetilcolinesterasa
(Graybiel y Ragsdale, 1978). Por el contrario, la matriz esta definida por una rica
tincion de acetilcolinesterasa y colina acetiltransferasa (ChAT) (Graybiel, Baughman
y Eckenstein, 1986; Graybiel y Ragsdale, 1978), asi como inmunorreactividad para

calbindina (Gerfen et al. 1985) y somatostatina (Gerfen, 1984).

3.2. Aferencias y Eferencias

Las NMEs de la regibn mas ventromedial del estriado reciben aferencias
provenientes el nucleo paraventricular de la linea media del talamo mientras que los
ndcleos talamicos intralaminar posterior y lateral (asociados con funciones motoras
primarias), y las cortezas somatosensoriales se proyectan hacia las NMEs de la
region dorsolateral, por otro lado, los nucleos taldmicos intralaminares mas ventral
y medialmente ubicados (que probablemente mantienen las funciones sensoriales
y cognitivas polimodales) se proyectan en zonas estriatales longitudinalmente
intermedias entre los dos extremos (Van der Werf, Witter y Groenewegen, 2002).
Del mismo modo los nucleos amigdaloides basales caudales (asociados con
funciones viscerolimbicas) se proyectan mas medialmente, mientras que los
nacleos del complejo amigdaloide basal rostral envian sus fibras mas lateralmente
en el estriado (Wright, Beijer y Groenewegen, 1996). Finalmente, la formacion del
hipocampo (en particular el subiculo y la region CA1l) se proyecta a las partes mas
ventrales del estriado, asi como a las partes inmediatamente adyacentes del nicleo
accumbens-core, mientras que las neuronas del hipocampo dorsal y ventral se
proyectan lateral y medialmente, respectivamente (Figura 6) (Brog, Salyapogse,
Deutch y Zahm, 1993; Groenewegen et al., 1999).
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Corteza Nticleos taldmicos intralaminares
frontal y de la linea media

Proyecciones
corticoestriatales

Proyecciones
talamoestriatales

Figura 6. Aferencias corticales y talamicas al estriado. Se ilustra en un corte coronal de cerebro
de rata las aferencias estriatales que se originan en la corteza frontal (superior izquierda), la linea
media y los nlcleos taldmicos intralaminares (superior derecha), el complejo amigdaloide basal
(inferior izquierda) y la formacion del hipocampo (inferior derecha). El origen de las aferencias y sus
correspondientes zonas de inervacion estriatal se muestran en los mismos colores. Abreviaturas: ac,
comisura anterior; ACd, corteza cingulada anterior dorsal; Ald, corteza insular agranular dorsal; Alv,
corteza insular agranular ventral; CeM, nlcleo taldmico medial central; CL, nucleo taldmico lateral
central; IL, corteza infralimbica; IMD, nucleo talamico intermedio-dorsal; MD, nicleo taldmico medio-
dorsal; PC, nucleo talamico paracentral; PFC, corteza prefrontal; PLd, corteza prelimbica dorsal; PLv,
corteza preliminar ventral; PV, nucleo talamico paraventricular; CSM, corteza sensoriomotora.
Modificado de Voorn et al. (2004).

En cuanto a sus eferencias las NMEs estriatonigrales conforman la via directa de
salida del estriado y proyectan sus axones al globo péalido medial (GPm) y la
sustancia nigra pars reticulata (SNr), mientras que las NMEs estriatopalidales
conforman la via indirecta de salida ya que tienen varios relevos que incluyen el
ndcleo subtalamico (STN), el GPm y la SNr (Fig. 5) (Gerfen et al., 1990; Kreitzer y
Malenka, 2008). El efecto neto de la activacion de la via directa es la disminucion
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de la inhibicion taldmica, lo que lleva a la activacién de los circuitos premotores
corticales y la seleccion o facilitacion del movimiento, mientras que la activacion de
la via indirecta mantiene la inhibicion de las neuronas de proyeccion
talamocorticales, reduciendo la actividad motora (Figura 7) (Fuccillo, 2016; Kreitzer
y Malenka, 2008).

Corteza cerebral « =

Figura 7. Representacion de los circuitos estriatales directos e indirectos en un plano sagital
de rata. La corteza cerebral y el talamo proporcionan entradas excitatorias (flechas verdes) al
estriado. La salida de los ganglios basales se origina en el globo palido medial (GPm) y la substancia
nigra pars reticulata (SNr) y se dirige principalmente a los nucleos talamicos, que se proyectan a las
areas frontales de la corteza cerebral. La via directa se origina en las MSNs estriatonigrales (azul)
cuyos axones (flechas azules oscuras) se extienden directamente a los nucleos de salida GPm y
SNr. La via indirecta se origina en las MSNs estriatopalidales (rojas) cuyos axones se proyectan
hacia el globo pélido (GP). Las neuronas en el GP, a su vez, se proyectan hacia el nicleo subtalamico
(STN), que se proyecta hacia el GPmy el SNr. Modificado de Gerfen (2006).

4. PARTICIPACION DEL ESTRIADO EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA
MEMORIA DE LARGO PLAZO

Se ha propuesto que ademas de la amigdala (Salado-Castillo et al., 2011; Martinez-
Moreno, 2013) y el hipocampo (Salado-Castillo et al., 2011, Garin-Aguilar et al.,
2014), el estriado también podria estar participando en la consolidacion de la
memoria de una tarea de evitacidn inhibitoria (Prado-Alcala, 1995; Prado-Alcala et
al., 2012), ya que ciertos estudios han demostrado que el bloqueo de canales de

calcio dependientes de voltaje (inhibiendo la produccion de potenciales de accion)
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a través de la administracion de lidocaina en el estriado después del entrenamiento
en esta tarea interrumpe la formacion de la memoria (Pérez-Ruiz y Prado-Alcald,
1989; Salado-Castillo et al., 2011), y un efecto similar ha sido observado al
administrar en la misma regiébn una gran variedad de farmacos, tales como
inhibidores de la transcripcion (5,6-Dicloro-1-3-D-ribofuranosilbenzimidazol o DRB)
o traduccion (anisomicina) (Prado-Alcala et al., 2017), asi como bloqueadores
selectivos de receptores a acetilcolina como la atropina (Giordano y Prado-Alcala,
1986; Prado-Alcala y Cobos-Zapiain, 1977) o la escopolamina (Diaz del Guante et
al., 1991) y antagonistas de receptores GABAérgicos como la picrotoxina (Salado-
Castillo et al., 1996).

Por otro lado, otros estudios de lesiones han reportado una disociacién funcional
del estriado. En tareas operantes en las que el sujeto aprende a presionar una
palanca que da como resultado la entrega de recompensa alimenticia (Balleine y
O’Doherty, 2010; Burton, Nakamura y Roesch, 2014; Goodman y Packard, 2017),
se ha observado que la lesion del estriado dorsolateral (EDL) interrumpe la
formacion de hébitos que depende de la asociacion entre un estimulo (ej. una luz)
con una respuesta (ej. presionar la palanca) (estimulo-respuesta) (Yin, Knowlton y
Balleine, 2004, 2006), mientras que las lesiones del estriado dorsomedial (EDM)
interrumpen la adquisicién y expresion de conductas que dependen de la asociacion
entre la accién de presionar la palanca con la entrega de alimento como resultado

(accion-resultado) (Yin, Ostlund, Knowlton y Balleine, 2005).

Ademas, estudios donde se midio la actividad neuronal por medio de los niveles de
CREB fosforilado (pCREB), c-Fos y c-Jun en ratas entrenadas en una tarea de
laberinto radial de 8 brazos o acuético, que podrian resolverse mediante una
estrategia espacial dependiente del hipocampo o0 una estrategia estimulo-respuesta
(E-R) dependiente del estriado, se observo que los sujetos que desarrollaron una
memoria espacial presentaron altos niveles de pCREB, c-Fos y c-Jun después de
la adquisicion en el hipocampo, mientras que en los sujetos que desarrollaron una

estrategia de respuesta se observaron altos niveles de pCREB y c-Jun en el
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estriado dorsal (Colombo, Brightwell y Countryman, 2003; Teather, Packard, Smith,
Ellis-Behnke y Bazan, 2005). Sin embargo, también se ha reportado que lesiones
en el EDM, y no en el hipocampo, interrumpen la formacion de la memoria de tareas
espaciales mas complejas (ej. laberinto en T de 14 brazos) ya que esta region
parece jugar un papel importante en el procesamiento de la informacion espacial
egocéntrica especifica (secuencia de respuestas izquierda/derecha) (Pistell et al.,
2009).

Por otro lado, en tareas operantes motivadas aversivamente se ha reportado la
participacion de ambas regiones, ya que al entrenar a ratas en una tarea de
evitacion activa de dos vias sefializada (en la cual un tono predice un choque
eléctrico en las patas) a las que se lesion6 de manera bilateral con acido quinilinico
el nucleo accumbens core (NAc-co), el EDM o el EDL, se observé que las ratas con
lesiones en el NAc-co y el EDL aprendieron la tarea mas lento que el grupo control
durante las primeras sesiones de entrenamiento; sin embargo, en las Ultimas
sesiones lograron un desempefio igual al de las ratas control, mientras que las ratas
lesionadas en el EDM, a pesar de que en las primeras sesiones de entrenamiento
no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control, se observé un
menor desempefio en el nimero de respuestas de evitacion en los Ultimos ensayos
(Wendler et al., 2014).

Finalmente, a pesar de que ambas regiones pueden participar en la adquisicion y
expresion de estrategias instrumentales, el EDL participa principalmente en
asociaciones estimulo-respuesta, mientras que el EDM puede incorporar los
componentes espaciales y motivacionales para una estrategia conductual mas
flexible (Figura 8) (Corbit et al., 2013; Yin et al., 2005).

El nacleo accumbens (NAc), que corresponde a la region ventral del estriado,
participa en la formacion de la memoria de tareas de condicionamiento Pavloviano
(Cardinal, Parkinson, Hall y Everitt, 2002) y de procedimiento (Corbit, Muir y

Balleine, 2001) desempefiando un papel importante en la asignacién de valores
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motivacionales a ciertos estimulos gratificantes y aversivos presentes en las tareas

conductuales (Mannella, Gurney y Baldassarre, 2013).
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Figura 8. Sistemas de memoria del estriado. Diagrama donde se muestra de manera general los
circuitos estriatales que participan en tres sistemas de aprendizaje y memoria anatémicamente
distintos. E-R; estimulo-respuesta, A-R; Accién-resultado. Modificado de Goodman y Packard (2017).

5. EFECTO DEL ENTRENAMIENTO AVERSIVO INCREMENTADO

La hipotesis de que la consolidacidon es un proceso por el cual la informacién labil
pasa a un estadio estable y resistente a las interrupciones ha sido apoyada por un
gran numero de experimentos en los que sujetos entrenados en diferentes tareas y
la subsecuente administracién de tratamientos amnésicos producen una deficiencia
significativa en la consolidacién de la memoria; sin embargo, se ha demostrado que
al incrementar la intensidad del estimulo aversivo durante la sesion de

entrenamiento (entrenamiento incrementado) en una tarea de evitacion inhibitoria
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se protege a la memoria contra tratamientos que comunmente producen amnesia y
los sujetos son capaces de recordar muy bien la tarea (Prado-Alcala et al. 2006,
2012). Tales tratamientos incluyen la administracion sistémica de farmacos que
bloguen el sistema colinérgico (Cruz-Morales et al., 1992; Diaz del Guante et al.,
1991; Duran-Arévalo et al., 1990; Prado-Alcala y Cobos-Zapiain, 1977; Quirarte,
Cruz-Morales, Diaz del Guante, Garcia y Prado-Alcala, 1993) y serotoninérgico
(Solana-Figueroa, Salado-Castillo, Quirarte, Galindo y Prado-Alcala, 2002), asi
como la administraciéon de farmacos que producen inactivacion reversible de
regiones cerebrales discretas como el estriado (Prado-Alcala et al., 2017; Salado-
Castillo et al., 2011). Por ejemplo, Pérez-Ruiz y Prado-Alcala (1989) demostraron
qgue la infusion de lidocaina (bloqueador de los canales de sodio) en el estriado
dorsal de ratas, inmediatamente después de ser entrenadas en la tarea de evitacién
inhibitoria produce amnesia; sin embargo, la administracion de un estimulo aversivo
de mayor intensidad durante el entrenamiento a sujetos a los que se les infundio
en el estriado el mismo tratamiento de lidocaina son capaces de recordar muy bien
la tarea y un efecto similar ha sido reportado ante la infusion de atropina
(antagonista de receptores colinérgicos) (Giordano y Prado-Alcala, 1986) y
anisomicina (inhibidor de la sintesis de proteinas) (Gonzales-Franco et al., 2019) en

esta misma region.

Cabe destacar que este efecto protector en el estriado ante tratamientos amnésicos
también ha sido observado pese a la alteracion de la activada normal de otras
estructuras cerebrales tales como la substancia nigra (Cobos-Zapiain et al., 1996),
la amigdala (Martinez, 2013; Salado-Castillo et al., 2011) y el hipocampo (Garin-
Aguilar, Medina, Quirarte, McGaugh y Prado-Alcala, 2014; Salado-Castillo et al.,
2011).

Ademas del efecto protector de la memoria antes mencionado, se ha reportado que
sujetos entrenados con un estimulo aversivo mas intenso en la tarea de evitacion
inhibitoria muestran una alta resistencia a la extincion (una disminucion progresiva

en la magnitud de la respuesta condicionada en ausencia del estimulo
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incondicionado) en comparacion con sujetos entrenados con un estimulo aversivo
mas bajo (entrenamiento moderado) (Figura 9) (Garin-Aguilar et al., 2012; Bello-
Medina et al., 2016).
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Figura 9. El entrenamiento incrementado produce una alta resistencia a la extincion. Grafica
que muestra la media de las latencias de retencién en segundos a lo largo de 7 sesiones de extincién
diarias de grupos entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria con 0.0, 1.0 y 3.0 mA. En cada sesién
de extincidn, los puntajes de retencién de cada grupo difieren significativamente de los puntajes de
latencia de los otros grupos, a excepcién de los dos puntos dentro de los circulos abiertos. Modificado
de Bello-Medina et al. 2016.
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Hasta el momento sigue siendo poco lo que se conoce sobre el entrenamiento
incrementado y a continuacién mencion haré un par de trabajos en donde se ha

estudiado la neurobiologia de dicho fendmeno especificamente en el estriado.

Bello-Medina et al. (2016) reportaron un aumento en la densidad de espinas
dendriticas de tipo hongo, que se han relacionado con procesos de memoria (Kasai,
Matsuzaki, Noguchi, Yasumatsu y Nakahara), en las neuronas medianas espinosas
(NMEs) del EDM, pero no en el EDL, 24 horas después de un entrenamiento en la
tarea de evitacion inhibitoria en un grupo de sujetos sometidos a un entrenamiento
incrementado comparado con un entrenamiento moderado, lo cual sugiere que el
aumento en la densidad de espinas tipo hongo producida por un entrenamiento
intenso fortalece la consolidacion de la memoria y facilita la transferencia de

informacion desde el cuerpo estriado dorsal a otras regiones cerebrales.
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En un estudio hecho por Gonzalez-Franco et al. (2017) en el que se determinaron
los niveles de la proteina Arc (proteina asociada al citoesqueleto regulada por
actividad), que se ha visto involucrada en procesos de aprendizaje y memoria
(Guzowski, 2002; Lyford et al., 1995), en diferentes regiones del estriado dorsal de
ratas, 45 minutos después de ser entrenadas en una tarea de evitacion inhibitoria
con diferentes intensidades de choque eléctrico, observaron un aumento
significativo en los niveles de esta proteina en la region ventral del estriado en los
animales que fueron entrenados con la intensidad de choque eléctrico mas alta en
comparacion con el grupo entrenado con las intensidad mas baja. En conclusion,
los autores sugirieren que este aumento en los niveles se debe a las caracteristicas
anatomicas y funcionales del estriado, ya que en particular la porcion ventral se
comunica con la corteza insular que participa en asociaciones de motivacion

aversiva.

l1l. JUSTIFICACION

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de formacion de la memoria depende
de modificaciones en la plasticidad sinaptica a través de la modulacion de la
expresion génica. Es por ello que determinar la expresion de los productos de
ciertos IEGs, como c-Fos, nos ayudaria a visualizar qué regiones cerebrales son
activadas después de una experiencia de aprendizaje. La activacion neuronal ha
sido ya estudiada en condiciones de entrenamiento incrementado y moderado
mediante la expresion de Arc en el estriado. Sin embargo, Arc es una proteina
efectora que regula directamente la plasticidad sinéptica, pero la expresion de una
proteina reguladora de la transcripcibn como lo es c-Fos, que también ha sido
relacionada con la formacion de la memoria, no ha sido aun explorada en el estriado,

en condiciones de aprendizaje incrementado.

Asi pues, los resultados de esta investigacion representan una primera

aproximacion acerca de la expresion de la proteina c-Fos en diferentes regiones del
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estriado y su posible relacién con la formacion de la memoria cuando la experiencia

aversiva es intensa.

VI. HIPOTESIS

1) La expresion de la proteina c-Fos en el estriado serd mayor en los animales
entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria que en los no entrenados.
2) La expresion de la proteina c-Fos en el estriado sera mayor en la condicion de

entrenamiento incrementado con respecto al entrenamiento moderado.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de la proteina c-Fos en el estriado de ratas entrenadas con

diferentes intensidades de choque eléctrico en la tarea de evitacion inhibitoria.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Entrenar a ratas macho bajo condiciones de entrenamiento aversivo moderado (1.0

mA) e incrementado (3.0 mA) en una tarea de evitacion inhibitoria.

Cuantificar células c-Fos positivas y c-Fos negativas en el estriado de ratas
sometidas a condiciones de entrenamiento aversivo moderado (1.0 mA) e

incrementado (3.0 mA).

VIl. METODOLOGIA

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos
bioéticos del Instituto de Neurobiologia en la Universidad Nacional Autbnoma de
México para el uso de animales experimentales, bajo la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.
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1. Animales

Se usaron 30 ratas macho de la cepa Wistar de entre 250 y 350 g de peso, las
cuales ingresaron al bioterio del laboratorio una semana antes de comenzar el
entrenamiento y se mantuvieron individualmente en cajas de acrilico (24 x 21 x 45
cm) con una cama de aserrin, en condiciones de bioterio que incluyen un ciclo de
luz-oscuridad de 12:12 iniciando el periodo de luz a las 7:00 am, temperatura
regulada de 24 + 1 °C y con acceso libre a agua y alimento. Los experimentos
conductuales se llevaron a cabo durante la fase de luz del ciclo, entre las 8:00 am y

las 2:00 pm.

En tres dias consecutivos antes de las pruebas conductuales cada animal fue
manipulado, colocandolo sobre una toalla en las piernas del experimentador al
mismo tiempo que se sujetd y se manipuldé con ambas manos durante 3 a 5 minutos
por dia. Este procedimiento tuvo como finalidad evitar que el animal se sobresaltara
al ser manipulado durante la sesion de entrenamiento, disminuyendo asi posibles
conductas asociadas al estrés que pudieran interactuar con los tratamientos que se

aplicaron (diferentes intensidades de choque eléctrico).

2. Tarea de evitacion inhibitoria

2.1. Aparatos

Para el entrenamiento se usé una caja de evitacion inhibitoria (Figura 10), la cual
estd hecha de acrilico rojo y dividida en dos compartimentos (A y B) separados por
una puerta tipo guillotina. EI compartimento A, denominado compartimento de
seguridad esta constituido por un piso de tubos de acero inoxidable y se encuentra
iluminado por un foco incandescente de 10W, localizado en el centro de la tapa. Por
otro lado, el compartimento B, o compartimento de castigo, no se encuentra
iluminado y esté constituido por dos placas de acero inoxidable en forma de V, que
pueden ser electrificados por un estimulador de pulsos cuadrados, conectado en

serie con una unidad de corriente constante (C).
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Figura 10. Camara de evitacién inhibitoria. (A) Compartimento iluminado o de seguridad, (B)
compartimento oscuro o de castigo, (C) Estimulador, (D) Cronometro automatizado.

2.2. Entrenamiento

El dia del entrenamiento cada animal se coloco en el interior del compartimiento de
seguridad de la camara y 10 segundos después la puerta que divide los dos
compartimientos se abrié y se midid la latencia para cruzar al compartimiento de
castigo (latencia de entrada). Cuando los animales cruzaron a este compartimiento
la puerta se cerr6 y se administré6 un choque eléctrico de 1.0 mA o 3.0 mA, los
choques eléctricos fueron administrados en forma de un tren de pulsos cuadrados
de corriente de 50 milisegundos de duracion, una frecuencia de 10 Hz y una
duracion de tren de 10 s. Cinco segundos después del inicio del choque la puerta
fue reabierta permitiendo al animal escapar al compartimiento seguro, y en ese
momento se apago el estimulador; esta latencia también fue medida (latencia de
escape). Después de 30 segundos en el compartimiento de seguridad los animales
fueron regresados a su caja habitacion (Figura 11). Una vez concluido el
entrenamiento de cada sujeto se limpiaron ambos compartimentos con alcohol al
10%.
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2.3. Grupos experimentales y controles

Se entreno un grupo de animales experimentales con 1.0 mA y otro con 3.0 mA, en
la forma antes mencionada; ademas se incluyeron tres grupos control, de los cuales
a un grupo de animales se le sometio a la tarea de evitacion inhibitoria pero sin
exponerlo al choque eléctrico (0.0 mA) con el fin de tener un grupo Unicamente
expuesto al contexto; al segundo se le administré un choque eléctrico de 3.0 mA en
el compartimento oscuro (Solo choque, Sch 3.0 mA) sin ser sometidos a la prueba
de entrenamiento (la duracion del tiempo fue el promedio de choque que recibid el
grupo experimental de 3.0 mA) y el tercer grupo fue mantenido en condiciones de
bioterio hasta su sacrificio (Bio). La Figura 11 muestra el cronograma del

experimento.
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Figura 11. Linea temporal del procedimiento de manipulacién y entrenamiento. Previo al
entrenamiento las ratas fueron manipuladas por tres dias consecutivos en una sesion de 3 a 5
minutos diarios. Un dia después de la tltima sesion de manipulacion las ratas fueron entrenadas en
la tarea de evitacion inhibitoria, se midié la latencia de entrada (linea verde, el tiempo que la rata
tardo en entrar al compartimento de castigo) y la latencia de escape (linea naranja, el tiempo que la
rata tardo en escapar al compartimento seguro 5 segundos después de recibir el choque eléctrico
de 1.0 mA o 3.0 mA, linea amarilla,). Las fechas hacia arriba indican apertura de la puerta tipo
guillotina que separa el compartimento de seguridad del compartimento de castigo y las flechas hacia
abajo indican el cierre de la misma.

3. Andlisis histoldgico

27



Noventa minutos después de la sesion de entrenamiento o el procedimiento
conductual correspondiente a cada grupo, los sujetos de cada grupo fueron
anestesiados con pentobarbital sddico. Una vez anestesiados, los animales fueron
perfundidos con paraformaldehido al 4 %. Los cerebros fueron extraidos y post-
fijados por 3 horas; pasado este tiempo se transfirieron a sacarosa al 15% y
permanecieron ahi toda la noche a 4 °C y al dia siguiente se transfirieron a sacarosa
al 30%.

3.1. Inmunohistoquimica de fluorescencia

Para el andlisis histolégico se seleccionaron cuatro cortes coronales (30 um de
grosor) por cada cerebro en un eje anteroposterior dentro de las coordenadas +1.08
- 0.84 mm con respecto a Bregma de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson
(2007). Los cortes fueron cortados coronalmente con un criostato y almacenados a
-20 °C en una solucion de anticongelante hasta su posterior procesamiento con la
inmunohistoquimica de fluorescencia. Los cortes fueron lavados en PBS vy
posteriormente fueron tratados con peroxido al 3%, seguido por borhidrato de sodio
al 1% y posteriormente incubado en solucion de bloqueo, que contenia suero normal
de cabra (NGS) al 5% (Jackson ImmunoResearch), triton X-100 al 1% (Merck)
disuelto en buffer de caseina (TSA fluorescein kit, PerkinElmer)) por 1 hora. Los
cortes fueron incubados durante 48 horas con un anticuerpo primario policlonal de
c-Fos (1:2000; abcam); y después con un anticuerpo secundario biotinilado por 1
hora a temperatura ambiente, la sefial fue amplificada por lo que se incub6 por 1
hora a temperatura ambiente en complejo ABC (Vectastain). La tincion se visualizé
usando FITC (TSA fluorescein kit, PerkinElmer) y los nucleos fueron contratefiidos
con DAPI (Sigma-Aldrich).

Los cortes se montaron en ciego (a excepcion del grupo BIO) en laminillas
gelatinizadas de tal forma que cada laminilla incluyera un corte de cada uno de los
6 diferentes grupos experimentales y posteriormente se cubrieron con medio de

montaje vectashield para prevenir el fotoblanqueo.
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3.2. Captura de imagenes

Las estructuras fueron anatémicamente definidas de acuerdo con el atlas de
Paxinos y Watson (2007). Por cada sujeto se analizaron cuatro cortes de los cuales
se tomaron cuatro imagenes por hemisferio; una de la porcion dorsomedial (DM),
otra de la porcion dorsolateral (DL), una mas de la porcién ventromedial (VM) y una

altima de la porcion ventrolateral (VL) del estriado (Figura 12).

Estas imagenes se obtuvieron por medio de un microscopio semiconfocal de
fluorescencia Apotome (Carl Zeiss Imager Z1), con una camara AxioCamMR3 y el
software AxioVision 4.8 con la cual se tomaron fotografias de la sefial de c-Fos y de
la contratincion de DAPI (para nucleos) con un objetivo de 40x en el plano Z (en
profundidad) con un rango de 25 a 35 planos por imagen, con una distancia de 1
pum entre cada plano. Los parametros para la captura de imagenes en el microscopio
se definieron en cada laminilla utilizando un animal control (Bio) como referencia del
tiempo de exposicidn que se aplicaria de manera estable para la captura del resto

de las imagenes en la misma laminilla.

Las imagenes obtenidas se analizaron por medio de software imageJ. A partir del
plano medio de cada una de las imagenes en Z se tomo solo el 60% (30% hacia
arriba y 30% hacia abajo del plano medio) para la cuantificacion de los nudcleos
celulares. Para el andlisis de la proteina c-Fos, las células se clasificaron en células
positivas y negativas (Figura 13). Se consideraron como células positivas aquellas
en donde la sefal de c-Fos abarcaba alrededor del 50% o mas del nucleo y se
mantenia en al menos tres planos de la imagen. Los resultados fueron expresados
en porcentaje de células positivas (el cual fue obtenido dividiendo el numero de

ndcleos positivos a c-Fos entre el total de ndcleos multiplicado por cien).
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Figura 12. Captura de iméagenes. Mosaico del estriado que muestra los nucleos celulares tefiidos
con DAPI (verde) y las regiones del estriado seleccionadas para la captura de imagenes. Las
regiones numeradas corresponden a: 1) porcion dorsomedial (DM), 2) porcién ventromedial (VM), 3)
porcién dorsolateral (DL) y 4) porcién ventrolateral (VL). Las capturas en los sitios 1y 2 corresponden
a la region medial, las del 3 y 4) a la region lateral, mientras que las de los sitios 1y 3 a la regién
dorsal, y las del 2 y 4) a la regién ventral. Bregma 0.96 mm.

Nucleo
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Figura 13. Criterios de seleccion para el conteo celular. Se muestra una reconstruccion de una
imagen en Z de los ndcleos celulares tefiidos con DAPI (verde) y la proteina c-Fos (rojo). Se
ejemplifica un nucleo c-Fos positivo (1) y negativo (2), asi como la expresion minima considerada
como un nucleo c-Fos positivo (3).
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4. Analisis estadistico

4.1. Conductual

Para comparar las latencias de entrada y de escape entre los grupos entrenados
con 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA se utilizé la prueba Kruskal-Wallis y en caso de
encontrar diferencias significativas se utilizd una prueba de comparaciones

multiples de Dunn.

4.2. Histoldgico

Los datos obtenidos en el analisis histolégico (porcentaje de células positivas a c-
Fos) se analizaron mediante una prueba de Kruskal-Wallis y en caso de encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos, las comparaciones post-hoc se

realizaron mediante la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

VIll. RESULTADOS

1. Tarea de evitacion inhibitoria

Durante el entrenamiento de la tarea de evitacion inhibitoria se registré tanto la
latencia de entrada como la latencia de escape de los grupos entrenados con 0.0,
mA, 1.0y 3.0 mA. Al comparar las latencias de entrada al compartimento oscuro de
estos tres grupos no se encontraron diferencias significativas (Hp) = 4.819, p =
0.0857) (Figura 14 A). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en las
latencias de escape (Hp) = 12.04, p < 0.0002) y la prueba de comparaciéon multiple
de Dunn mostro que el grupo de 0.0 mA tuvo latencias de escape significativamente
mas altas que las de los grupos entrenados con 1.0 mMAy 3.0 mA (p =0.035yp =
0.0026, respectivamente), no encontrandose diferencias entre los dos ultimos
grupos (p = 0.9999) (Figura 14 B).
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Figura 14. Entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. A) Grafica con valores de las
medianas con sus rangos intercuartilares de la latencia de entrada en segundos de los grupos
entrenados con 0.0 mA, 1.0 mA y 3.0 mA en la tarea de evitacion inhibitoria. B) Gréfica con valores
de las medianas con sus rangos intercuartilares de la latencia de escape en segundos de los grupos
antes mencionados. * p < 0.05y ** p < 0.001 vs el grupo 0.0 mA.

2. Efecto del entrenamiento moderado e incrementado sobre la
expresion de la proteina c-Fos

Para determinar una posible diferencia en el porcentaje de nucleos c-Fos positivos
totales de los diferentes grupos experimentales se calculé el porcentaje de los
ndcleos c-Fos positivos conjuntando las cuatro regiones. El andlisis de Kruskal-
Wallis mostré diferencias significativas (H sy = 9.548, p= 0.0488) y el analisis post-
hoc revel6 diferencias significativas entre el grupo entrenado con 3.0 mA vs el grupo
Bio (p = 0.0257); sin embargo, no hubo diferencias del grupo entrenado con 3.0 vs
los grupos de Sch 3.0 mA (p > 0.9999), 0.0 mA (p > 0.9999) y 1.0 mA (p > 0.9999)
(Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de células c-Fos positivas en el estriado. Gréafico que muestra la mediana
del porcentaje de células positivas a c-Fos con rangos intercuartiles de los grupos: Bioterio (Bio),
solo choque de 3.0 mA (Sch 3.0) y los entrenados con 0.0 mA, 1.0 mAy 3.0 mA. * p< 0.05 comparado
con el grupo Bio.

Regionalizacion del estriado

Debido a que se ha reportado una disociaciéon funcional del estriado, en la que la
region lateral participa en la formacion de habitos que depende de la asociacion
estimulo-respuesta (Yin, Knowlton y Balleine, 2004, 2006), mientras que la region
medial en conductas que dependen de la asociacidén accién-resultado (Yin, Ostlund,
Knowlton y Balleine, 2005), se analizaron los porcentajes de nucleos c-Fos positivos
de la regién medial (DM) y lateral (DL) del estriado. El andlisis no mostro diferencias
significativas para la regiéon medial (H 5) = 7.504, p= 0.1115) ni para la region lateral
(H ) = 8.988, p = 0.0614) del estriado (Figura 16 Ay B).

Por otro lado, debido a que se ha observado un aumento significativo en los niveles
de la proteina Arc en la region ventral del estriado, pero no en la porcion dorsal, en
los animales que fueron entrenados con las intensidades de choque eléctrico mas
altas comparados con el grupo entrenado con una intensidad baja de choque

(Gonzalez-Franco et al., 2017) decidimos analizar el porcentaje de nucleos c-Fos
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positivos de la regién dorsal y ventral del estriado. El analisis no mostré diferencias
significativas para la region dorsal (H ) = 7.737, p = 0.1017) pero si para la region
ventral (H s = 9.777, p = 0.0444) del estriado y el analisis post-hoc mostro
diferencias significativas entre el grupo entrenado con 3.0 mA vs el grupo Bio (p =
0.0285) pero no con los grupos de Sch 3.0 mA (p > 0.999), 0.0 mA (p > 0.999)y 1.0
mA (p > 0.999) (Figura 16 C y D).
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Figura 16. Porcentaje de células c-Fos positivas en regiones del estriado. Gréficas que
muestran la mediana del porcentaje de células positivas a c-Fos con rangos intercuartiles de los
grupos: bioterio (Bio), sélo choque eléctrico de 3.0 mA (Sch 3.0 mA), entrenados con 0.0 mA, 1.0 mA
0 3.0 mA, en la region (A) medial, (B) lateral, (C) dorsal y (D) ventral del estriado dorsal. * p < 0.05
comparado con Bio.

Posteriormente decidimos analizar de manera individual la porcion dorsal y ventral

de la region medial y lateral del estriado. El analisis no mostro diferencias
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significativas en la porcién dorsal y ventral de la regién medial (DM; H 5) = 6.257, p
=0.1808 y VM; H 5 = 9.073, p = 0.0593, respectivamente) ni en la porcion dorsal
de la region lateral (DL; H 5y = 5.598, p = 0.2313), sin embargo, si se encontraron
diferencias en la porcion ventral de la region lateral del estriado (VL; H 5 = 13.01, p
=0.0112). La prueba post-hoc mostro6 diferencias significativas del grupo entrenado
con 3.0 mA con respecto al resto de los grupos (Bio; p = 0.0291, Sch 3.0 mA; p =
0.0343, 0.0 mA; p =0.0471, 1.0 mA; p = 0.0247) (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Porcentaje de nucleos c-Fos positivos en porciones del estriado. Graficas que
muestran la mediana del porcentaje de células positivas a c-Fos con rangos intercuartiles de los
grupos: bioterio (Bio), sélo choque eléctrico de 3.0 mA (Sch 3.0 mA), entrenados con 0.0 mA, 1.0 mA
y 3.0 mA, en la porcion (A) dorsomedial (DM), (B) dorsolateral (DL), (C) ventromedial (VM) y (D)
ventrolateral (VL) del estriado. * p = 0.05 comparado con Bio y # p < 0.05 comparado con el resto

de los grupos.
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Colocalizacion

Bio

Sch 3.0 mA

1.0 mA 0.0 mA

3.0 mA

Figura 18. Imagenes representativas de los grupos experimentales (1.0 mA y 3.0 mA) y
controles (Bio, Sch 3.0 mA, 0.0 mA) de la porcién ventrolateral del estriado. Las imagenes
fueron tomadas con el microscopio Apotome con un objetivo de 40X. En la primera columna se
muestra en rojo la sefial de c-Fos, en la segunda se observa en verde la contratincién de DAPI y en
la tercera la colocalizacion de ambas sefales.
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IX. DISCUSION

En relacion a los resultados conductuales observados, las diferencias encontradas
en las latencias de escape en los grupos entrenados con 1.0 y 3.0 mA comparados
con el grupo que no recibio el choque eléctrico (0.0 mA) se pueden atribuir a la
naturaleza aversiva del choque eléctrico durante el entrenamiento, debido a que el
estimulo aversivo provoca una conducta de escape al compartimento de seguridad
y dado que no hay diferencias significativas en las latencias de escape entre los
grupos entrenados con 1.0 y 3.0 mA, se infiere que los grupos de sujetos aqui
evaluados tuvieron la misma capacidad motora, perceptual y motivacional para
escapar al compartimiento oscuro durante el entrenamiento. Cabe mencionar que
aunque en el presente trabajo no se midio la latencia de retencion de los sujetos
entrenados con 1.0 y 3.0 mA, debido a que el objetivo principal del trabajo fue
evaluar los posibles cambios en la activacion celular después de dos condiciones
de entrenamiento, existe una serie de experimentos en los que se ha observado
que los sujetos sometidos a un entrenamiento incrementado (3.0 mA) presentan
memorias mas duraderas comparadas con sujetos entrenados con una
entrenamiento moderado (1.0 mA) (Garin-Aguilar et al. 2012; Bello-Medina et al.
2016). Por lo tanto, podemos suponer que los sujetos entrenados en estas dos
condiciones de entrenamiento no solo aprendieron la tarea, sino que ademas los
sujetos sometidos a un entrenamiento incrementado tendrian una mayor resistencia

a la extincién que los sometidos a un entrenamiento moderado.

Los resultados del analisis inmunohistoquimico de fluorescencia de la proteina c-
Fos mostraron un aumento significativo en el porcentaje de nucleos c-Fos positivos
en la porcion ventrolateral del estriado 90 minutos después de que los sujetos fueron
sometidos a la experiencia de aprendizaje, en el grupo entrenado con 3.0 mA
comparado con el grupo de 1.0 mA y este aumento también se observéd al
compararlo con los grupos control (Bio, 0.0 y Sch 3.0 mA), lo cual es similar a lo
reportado por Gonzalez-Franco et al. (2017), quienes observaron un aumento

significativo en los niveles de Arc (otro IEG ampliamente usado como marcador de
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activacion neuronal), pero tanto en la regién VM como la regién VL del estriado en
los animales que fueron entrenados con las intensidades de choque eléctrico mas
altas comparados con el grupo entrenado con la intensidad baja. En particular, una
gran cantidad de evidencia sugiere que Arc tienen un papel importante en la
dinamica de las grandes redes asociadas con el aprendizaje y la memoria (Gallo,
Katche, Morici, Medina y Weisstaub, 2018). Por ejemplo, se sabe que el RNAm de
Arc es transportado a las dendritas postsinapticas donde participa en el
mantenimiento de las sinapsis preexistentes requeridas para algunos mecanismos
plasticos como la potenciacion y depresion a largo plazo y el aumento de la proteina
Arc por la actividad sinaptica desencadena la remodelacién dendritica (Fujimoto,
Tanaka, Kumamaru, Okamura y Miki, 2004; Korb y Finkbeiner, 2011; Peebles et al.,
2010; Steward, Farris, Pirbhoy, Darnell y Van Driesche, 2015). Ademas, en ratones
knockout se ha demostrado que Arc es necesario para la formacion de memorias
de largo plazo de tareas de aprendizaje explicito (laberinto acuatico de Morris y
condicionamiento de miedo contextual) e implicito (condicionamiento de miedo al
tono) (Plath et al., 2006). Cabe mencionar que en nuestro trabajo la porcion VM
muestra una tendencia a ser significativo (p = 0.0593) y es probable que aumentado
el numero de sujetos pueda verse mas claramente un incremento en la expresion

de c-Fos en esta region.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio, en donde se evalud la expresion de
la proteina c-Fos bajo las mismas condiciones experimentales a las nuestras en la
region de la amigdala y del hipocampo, se observd que tanto un entrenamiento
aversivo intenso (3.0 mA) como un entrenamiento moderado (1.0 mA) son capaces
de inducir un incremento significativo en el porcentaje de células c-Fos positivas
comparado con el grupo control de bioterio, y en particular el porcentaje de células
activas del grupo de 3.0 mA fue significativamente mayor no solo al ser comparado
con el resto de los grupos controles (0.0 mA, Sch 3.0 mA) sino también al ser
comparado con el grupo entrenado con la intensidad mas baja de choque (1.0 mA)
(Ruiz-Lopez et al., en preparacion). Curiosamente, en un trabajo realizado por

Bautista-Montero (2020) en el que exploran también la expresion de la proteina c-
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Fos, observaron un incremento en el porcentaje de células positivas en la region del
giro dentado del hipocampo, pero Unicamente en el grupo de sujetos sometidos a
un entrenamiento moderado (1.0 mA) y dicho incremento no solo fue
significativamente mayor comparado con los grupos controles (Bio, Sch 1.0 mA, Sch
3.0 mA), sino también comparado con el grupo de sujetos sometidos a un
entrenamiento incrementado (3.0 mA). Con relacién a estas observaciones se ha
propuesto que la diferencia observada en el porcentaje de células positivas a c-Fos
en el hipocampo, en los sujetos entrenados con un estimulo aversivo intenso (3.0
mA) y moderado (1.0 mA) pueda deberse a una modulacién inducida por la region
de la amigdala, en donde se observaron cambios significativos en el porcentaje de

células c-Fos positivas en ambas condiciones de entrenamiento.

Dicha propuesta esté relacionada con lo reportado por Packard et al. (1994) quienes
observaron que la induccion de la liberacidbn de norepinefrina en la amigdala,
mediante la administracion de un farmaco ansiogénico (RS 79948), produjo un
impedimento en el aprendizaje dependiente del hipocampo, sin embargo también
se observé que la amigdala no solo tiene un efecto modulador en aprendizajes
dependientes del hipocampo sino también en aprendizajes dependientes del
estriado, y observaron que la administracion de RS 79948 indujo un efecto facilitador
en el aprendizaje dependiente del estriado. Por su parte Kim et al. (2001) reportaron
un efecto similar, pero en lugar de administrar una droga ansiogénica administraron

un estimulo aversivo (choques eléctricos en la cola).

Con relacién a los efectos inducidos por la administracion de un estimulo aversivo
como un choque eléctrico en las patas, se ha observado que promueve la liberacién
de norepinefrina en la amigdala y ademas dicho incremento puede ser proporcional
a la intensidad del estimulo eléctrico (Quirarte, Galvez, Roozendaal y McGaugh,
1998). Por ello es posible que los cambios en la activacion celular, a través de la
deteccion del porcentaje de células c-Fos positivas, observados en el hipocampo o
en el estriado de sujetos bajo condiciones de entrenamiento moderado e

incrementado, pueda ser debido a que la amigdala se encuentre modulando la
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activacion del hipocampo o del estriado dependiendo de la condicion de
entrenamiento. Es decir que, bajo condiciones moderadas de choque eléctrico
durante el entrenamiento, la liberacién de norepinefrina en la amigdala puede ser
menor, asi como su activacion celular, en comparacién a los sujetos entrenados con
una alta intensidad, por lo que bajo esta situacion la amigdala reclutara al
hipocampo para poder promover el establecimiento de la memoria. Mientras que en
la condicién en la cual los sujetos son entrenados con una alta intensidad de
choque, en donde es probable que el incremento de la liberacion de norepinefrina
sea mayor en la amigdala, asi como su activacion celular, ésta ahora reclutara al
estriado para la formacion de la memoria de largo plazo, probablemente en este
caso en la region ventrolateral del estriado por medio de sus proyecciones directas
que presenta el complejo basolateral de la amigdala (BL) al cuerpo estriado
ventrolateral (McDonald, 1991a, 1991b); o indirectas a través de la corteza insular
agranular (Krettek y Price, 1977), sitio que ademas se ha relacionado con la
formacion de memorias de asociaciones motivadas aversivamente (Bermudez-
Rattoni, 2014). Cabe mencionar que el BL no solo tiene proyecciones directas a la
porcion ventrolateral del estriado, sino que también proyecta al cuerpo estriado en
su porcion medial, y aunque los analisis estadisticos no mostraron cambios
significativos en la region VM del estriado, si se observa una tendencia a un
incremento en el porcentaje de células positivas a c-Fos, razon por la cual es
probable que si aumentamos el nimero de sujetos en el analisis pueda verse mas
claramente un efecto. Sin embargo, es necesario someter a experimentacion la
propuesta planteada por el grupo de Packard y Kim (1994) y si éste mismo resultado
puede ser observado en la tarea de evitacion inhibitoria con ambas condiciones de

entrenamiento.

Por ultimo, el hecho de no encontrar cambios significativos en la expresion de c-Fos
en los sujetos sometidos a un entrenamiento moderado en las otras regiones del
estriado analizadas, no descarta la posibilidad de que estas regiones se encuentren
involucradas en la formacion de la memoria de la tarea de evitacion inhibitoria, ya

gue pueden existir tiempos de expresion diferenciales debidos al procesamiento de
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la informacion post-entrenamiento dependiendo de la region. En este sentido, Bello-
Medina et al. (2016) reportaron cambios en las espinas dendriticas asociadas al
entrenamiento en la porcion DM del estriado, pero en una etapa mas tardia (6 y 24
horas después del entrenamiento) en los sujetos sometidos a un entrenamiento
moderado e incrementado, por lo que es posible que en el estriado (o0 en regiones
particulares del mismo) ocurra una segunda oleada de expresion de c-Fos
involucrada en la persistencia del almacenamiento de la memoria de largo plazo,
como se ha visto en el hipocampo en condiciones de entrenamiento con una alta
intensidad de choque eléctrico en una tarea de evitacion inhibitoria (Katche et al.,
2010); sin embargo, valdria la pena explorar temporalmente los patrones de
expresion de c-Fos en el estriado bajo ambas condiciones de entrenamiento para

comprobar esta hipétesis.

X. CONCLUSION

Los datos obtenidos en esta tesis muestran que:
1.- Los sujetos entrenados con 3.0 mA presentaron un incremento significativo en

el porcentaje de células c-Fos positivas en la porcion ventrolateral del estriado.

2.- Es probable que los cambios observados en el porcentaje de células positivas a
c-Fos en la region del estriado de los sujetos entrenados con un estimulo aversivo
intenso (3.0 mA) puedan deberse a una modulacién inducida por la amigdala, ya

que es un sitio que presenta conexiones directas o indirectas con esta region.

3.- El hecho de no encontrar cambios significativos en la expresion de c-Fos en el
grupo de sujetos sometidos a un entrenamiento moderado en las otras regiones del
estriado analizadas no descarta la posibilidad de que estas regiones se encuentren
involucradas en la formacion de la memoria de una tarea de evitacion inhibitoria, o
gue puedan existir tiempos de expresion diferenciales dependiendo de las regiones,

debidas a un efecto de procesamiento de la informacion post-entrenamiento.
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